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Zusammenfassung
Die Spumaretrovirinae, mit ihrer einzigen Gattung der Foamyviren (FV), nehmen
aufgrund einer recht ungewöhnlichen Replikationsstrategie und Ähnlichkeiten mit
den Hepadnaviren eine Sonderstellung innerhalb der Familie der Retroviren ein. Eine
Besonderheit der FV ist, daß sie für die Partikelfreisetzung, im Gegensatz zu den
Orthoretroviren, die beiden strukturellen Proteine Gag und Env benötigen. Das Gag-
Protein trägt alle für den Kapsidzusammenbau nötigen strukturellen Komponenten,
kann jedoch durch eine fehlende Membranbindungsdomäne nicht mit
Zellmembranen assoziieren. Der Membrantransport der bereits im Zytoplasma
zusammen gebauten FV Kapside wird vermutlich durch das FV Env-Protein
vermittelt. Das FV Hüllprotein ist jedoch auch alleine zur Freisetzung von Kapsid-
losen, Hüllprotein-haltigen subviralen Partikeln (SVP) fähig. Da eine Env-
unabhängige Freisetzung virus-ähnlicher Partikel durch ein FV Gag-Protein mit
künstlichem Membrananker möglich ist, scheint das FV Gag-Protein auch essentielle
strukturelle Elemente für die Partikelfreisetzung zu enthalten.
In den letzten Jahren wurden große Fortschritte in der Erforschung der
Freisetzung von membranumhüllten Viren und den daran beteiligten viralen
Determinanten und zellulären Mechanismen gemacht. Wobei den meist in den
viralen Kapsidproteinen vorkommenden Late (L)-Domänen und deren Interaktion
mit dem zellulären Proteinsortierungsweg in Multivesikuläre Körperchen (MVB)
eine besondere Bedeutung zu kommt. Über die FV virale und subvirale
Partikelfreisetzung und die dabei involvierten strukturellen viralen Domänen und
zellulären Proteinen war jedoch bisher wenig bekannt.
Im Rahmen dieser Arbeit konnte durch Mutationsanalysen von drei potentiellen
L-Domän Sequenzmotiven im Prototyp FV (PFV) Gag-Protein ein, innerhalb der
Primaten FV konserviertes, PSAP Konsensusmotiv als funktionelle L-Domäne
charakterisiert werden. Dessen Mutation führte zu klassischen L-Domän Defekten
mit verringerter Partikelfreisetzung, sowie einer elektronenmikroskopisch sichtbaren
Arretierung der Virusknospung und seine Funktion war durch homo- und heterologe
L-Domän Motive anderer Retroviren teilweise oder vollständig ersetzbar. Ein PPPI
Motiv in PFV Gag, mit Ähnlichkeit zur L-Domän PPXY Konsensussequenz, schien
jedoch keinen Einfluß auf die FV Freisetzung zu besitzen. Die Charakterisierung
eines in allen FV Gag-Proteinen konservierten YXXL Motivs ließ eher auf eine
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wichtige Rolle beim korrekten Kapsidzusammenbau, als auf eine klassische L-
Domän Funktion schließen. Eine korrekte Kapsidmorphogenese schien entscheidend
für die  reverse Transkription des Virusgenoms zu sein.
Durch Koexpression verschiedener dominant-negativer Mutanten des zellulären
ESCRT-Proteinssortierungsweges konnte gezeigt werden, daß die virale
Partikelfreisetzung von PFV augenscheinlich dem generellen Model der Freisetzung
vieler membranumhüllter Viren über das VPS-System folgt. Eine spezifische
Interaktion des PFV Gag PSAP L-Domän Motivs mit TSG101, einer frühen
Komponente der ESCRT-Komplexe, verbindet PFV mit dem VPS-Sortierungsweg
der Zelle.
Die besondere Fähigkeit des FV Env-Proteins zur Freisetzung von SVPs wurde
bereits vor einiger Zeit entdeckt, dennoch war bisher nichts über die viralen und
zellulären Determinanten bekannt, die zu einer Knospung des Env-Proteins in
Vesikel führten. Durch eine Reihe von Deletions- und Mutationsanalysen des PFV
Env-Proteins konnten in dieser Arbeit zwei für die SVP-Freisetzung inhibitorische
Abschnitte am N- und C-Terminus der zytoplasmatischen Domänen des Env-
Proteins ermittelt werden. Weiterhin wurden essentielle Sequenzen im Leaderpeptid,
sowie die Notwendigkeit der Membranspannenden Domäne der Transmembran-
Untereinheit für die SVP-Freisetzung festgestellt. Obwohl das PFV Env-Protein kein
bekanntes L-Domän Sequenzmotiv enthält, konnte ein Einfluß später Komponenten
der ESCRT-Maschinerie auf die SVP-Bildung beobachtet werden. Wobei die genaue
Eintrittsstelle in den VPS-Weg im Rahmen dieser Arbeit nicht definiert werden
konnte. Die vorgenommen Analysen lassen vermuten, daß die Bildung von SVPs
durch die Konzentration der Env-Proteine in der Zellmembranen reguliert wird.
Welche genauen Mechanismen dabei zu Grunde liegen und wieweit die zelluläre
Ubiquitinylierungsmaschinerie involviert ist, bedarf jedoch weiterer Erforschung.
Die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichen erneut die Sonderstellung der FV
innerhalb der Familie der Retroviren. Auf der einen Seite folgt die foamyvirale
Viruspartikelfreisetzung den typischen Mechanismen der retroviralen
Virusknospung. Andererseits zeigt die Freisetzung von subviralen Partikeln, die bei
keinem anderen Retrovirus bisher beobachtet wurde, eine weitere Parallele zur
Replikationsstrategie der Hepadnaviren auf.
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Einleitung
1
1. EINLEITUNG
1.1. Retroviren
Retroviren sind eine Gruppe von membranumhüllten RNA Viren, die mit ihrem
bekanntesten Vertreter, dem HI-Virus (Human immunodeficiency virus) als Auslöser
der Immunschwächekrankheit AIDS seit dessen Entdeckung in den 80er Jahren eine
traurige Berühmtheit erlangt haben (Barre-Sinoussi et al. 1983; Gallo et al. 1984;
Levy et al. 1984).
Ihren Namen erhielten die Retroviren (abgeleitet von „Reverse Transkriptase
Onkoviren“) aufgrund zweier Besonderheiten ihrer Replikationsstrategie. Zum einen
besitzen sie das Enzym Reverse Transkriptase, welches es ihnen ermöglicht ihr RNA
Genom in DNA umzuschreiben. Ein Vorgang, der das bis dahin gültige Dogma der
Molekularbiologie vom unidirektionalen genetischen Fluß der DNA über RNA zum
Protein umkehrte und den Entdeckern der Reversen Transkriptase Howard Temin
und David Baltimore 1975 den Nobelpreis für Medizin einbrachte (Baltimore 1970;
Temin and Mizutani 1970). Zum anderen wird die generierte virale DNA Kopie in
das Wirtszellgenom mit Hilfe des viralen Enzyms Integrase inseriert und sorgt somit
dafür, daß das Retrovirus im Wirt persistieren und auch eine onkogene Wirkung
entfalten kann. Die Fähigkeit von Retroviren in Zielzellen stabil zu integrieren,
macht sie zu einem geeigneten Werkzeug bei der Entwicklung von Vektorsystemen
für die Gentherapie (Vogt 1997).
1.1.1. Klassifikation
Bereits Anfang des letzten Jahrhunderts wurden von Ellermann und Bang, sowie
kurze Zeit später auch von Peyton Rous filtrierbare Agenzien beschrieben, die in der
Lage waren in Hühnern Leukämien bzw. Tumore zu induzieren (Ellermann and
Bang 1908; Rous 1911). Heute weiß man, daß dies die ersten Beschreibungen von
tierpathogenen Retroviren, dem Avian leukosis virus (ALV) bzw. dem Rous sarcoma
virus (RSV), mit onkogenen Potential waren. Lange Zeit verging bis 1980 das erste
humanpathogene Retrovirus, das Human T-cell leukemia virus (HTLV), isoliert
werden konnte (Poiesz et al. 1980; Yoshida et al. 1982). Die Anzahl bekannter
Retroviren ist seitdem enorm angestiegen, denn das Wirtsspektrum der Retroviren
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erstreckt sich über die gesamten Säugetierspezies bis hin zu den Invertebraten und
sogar endogene retrovirale Elemente, meist nicht-funktioneller Art, konnten in
Genomen somatischer- und Keimbahnzellen vieler Vertebraten sowie beim
Menschen gefunden werden (Vogt 1997).
Die heutige Klassifikation der Retroviren wurde 2005 durch die ICTV (Fauquet et
al. 2005) festgelegt. Sie unterteilt die Familie der Retroviridae in die zwei
Unterfamilien die Orthoretrovirinae und die Spumaretrovirinae (Tab. 1-1). Die
Orthoretroviren umfassen sechs Gattungen, während die Unterfamilie der Spuma-
retroviren nur aus einer Gattung, die der Foamyviren (FV), besteht. Unterschieden
werden die Retroviren unter anderem anhand ihrer Kapsid- und Genomstruktur.
Einfache Retroviren, zu welchen die Alpha-, Beta- und Gammaretroviren zählen,
besitzen nur die viralen Strukturgene gag und env, sowie Gene für die viralen
Enzyme pol  und pro . Wohingegen die komplexen Retroviren zusätzlich
akzessorische Gene mit regulatorischer Funktion enthalten (Vogt 1997).
Tab. 1-1: Klassifizierung der Familie der Retroviridae (nach Fauquet et al.
2005)
Unterfamilie Gattung Beispiel Genom
Orthoretrovirinae Alpharetroviren Rous sarcoma virus (RSV)
Avian leukosis virus (ALV)
einfach
Betaretroviren Mouse mammary tumor virus
(MMTV)
Mason-Pfizer monkey virus
(M-PMV)
einfach
Gammaretroviren Murine leukemia virus (MLV) einfach
Deltaretroviren Human T-cell leukemia virus
(HTVL-1, 2)
komplex
Epsilonretroviren Walleye dermal sarcoma virus
(WDSV)
komplex
Lentiviren Human immunodeficiency virus
(HIV-1, 2)
komplex
Spumaretrovirinae Foamyviren Prototype foamy virus (PFV) komplex
Die Gruppen der einfachen Retroviren, sowie die Deltaretroviren besitzen
onkogenes Potential und können Tumore induzieren. Sie werden daher auch als
Onkoretroviren betitelt. Die Lentiviren hingegen verursachen langsam
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fortschreitende degenerative Erkrankungen (lat. lentus = langsam), die im Falle des
bekanntesten Vertreters HIV zur Immunschwächekrankheit AIDS führen. Einzig
nicht pathogenes Retrovirus ist das Foamyvirus, mit welchem bis dato keine
Krankheit assoziiert werden konnte (Linial 2000; Meiering and Linial 2001).
1.1.2. Morphologie und Genomorganisation
Retroviren sind von einer Lipidmembran umgebene sphärische Partikel von 80 bis
120 nm Durchmesser. Eine schematische Darstellung eines Retroviruspartikels ist in
Abb. 1-1A. gezeigt (Übersicht in Swanstrom and Wills 1997; Vogt 1997). In die von
der Zytoplasmamembran der Wirtszelle abstammende Hüllmembran sind virale
Glykoproteine (Env) eingelagert, die zur Adsorption an und zum Eindringen in die
Wirtszellen benötigt werden. Das Innere der Hüllmembran wird von Matrixproteinen
(MA) ausgekleidet, welche das sphärische bzw. im Falle von HIV konische Kapsid,
bestehend aus Kapsidproteinen (CA), umgeben. Im Kapsid sind zwei identische
Moleküle einzelsträngiger, viraler, genomischer RNA mit positiver Orientierung
enthalten, die durch virale Nukleokapsidproteine (NC) stabilisiert werden (Davis and
Rueckert 1972) und am 5’-Ende nicht-kovalent miteinander verbunden sind (Kung et
al. 1976). Weiterhin befinden sich die viralen Enzyme Protease (PR), Reverse
Transkriptase mit RNaseH Aktivität (RT) und Integrase (IN) im viralen Partikel.
Partikel von komplexen Retroviren enthalten zusätzlich Genprodukte der akzesso-
rischen Gene. Aber auch zelluläre Proteine, wie Komponenten des Zytoskeletts
(Actin, Clathrin), Cyclophilin A und Ubiquitin können in retroviralen Partikeln
nachgewiesen werden (Hammarstedt and Garoff 2004; Cantin et al. 2005).
Das retrovirale RNA-Genom variiert in seiner Größe zwischen 7 kb, bei dem
einfachen Retrovirus MLV, bis über 12 kb, wie es bei den Foamyviren zu finden ist.
Neben spezifischen Merkmalen zellulärer mRNA Moleküle, wie einer 5’-seitigen
Cap-Struktur und einer 3’-seitigen Polyadenylierung, weisen alle Retroviren eine
typische Genomorganisation auf (siehe Abb. 1-1B., (Übersicht in Vogt 1997)). An
beiden Enden der viralen RNA befindet sich eine, in identischer Basenabfolge
vorliegende, redundante (R) Region, die in ihrer Größe zwischen 12 und 230 bp
variiert. An die R-Regionen angeschlossen liegen spezifische (unique) Sequenz-
abschnitte (U3 bzw. U5), die wichtige Funktionen während der Integration haben.
Zwischen diesen beiden Regionen befinden sich die für die viralen Proteine
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kodierenden Genomabschnitte. Im Anschluß an die U5-Region liegt die 18 bp lange
Primerbindungsstelle (PBS), an welche eine zelluläre tRNA, als Primer zur Initiation
der reversen Transkription zur DNA-Minusstrang Synthese bindet (Verma et al.
1971). Ein im 3’-Bereich des Genoms gelegener Polypurintrakt (PPT) mit einer
virusspezifischen Sequenzabfolge aus Adenosin- und Guanosinresten dient während
der reversen Transkription als Primer für die DNA-Plusstrang Synthese. Eine für die
RNA Verpackung notwendige Sequenz befindet sich im 5’-nichtkodierenden Bereich
des Genoms, überlappend mit dem 5’-kodierenden Bereich des gag-Gens. Diese
Sequenz wird als Verpackungssignal (ψ) bezeichnet (Jewell and Mansky 2000).
Abb. 1-1: Allgemeiner Aufbau und Genomorganisation von Retroviren
A. Schematische Darstellung eines retroviralen Virions. Die Untereinheiten der drei retro-
viralen Genprodukte Gag, Pol und Env sind farblich voneinander abgehoben. Die
Farbkodierung entspricht der in Darstellung C. Matrixprotein (MA); Kapsidprotein (CA);
Nukleokapsidprotein (NC); Protease (PR); Reverse Transkriptase (RT); Integrase (IN);
Oberflächen-Untereinheit (SU); Transmembran-Untereinheit (TM). B. und C. Generalisierte
Darstellung des Genoms eines einfachen Retrovirus B. Darstellung der genomischen RNA
mit für die Replikation relevanten Sequenzabschnitten. Primerbindungsstelle (PBS); Poly-
purintrakt (PPT); Spleißdonor (SD); Spleißakzeptor (SA), Verpackungssignal psi (ψ ) C.
Darstellung des ins Wirtsgenom integrierten Provirus, welches beidseitig von „long terminal
repeats“ (LTR), bestehend aus U3-, R- und U5-Region, flankiert wird. Die strukturellen
Gene gag, pro, pol und env sind farblich von einander abgehoben und können je nach Virus
in unterschiedlichen Leserahmen liegen. Dabei ist die Anordnung der Gene innerhalb des
Genoms aber für alle Retroviren gleich.
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Nach der reversen Transkription liegt das virale Genom als doppelsträngige DNA
vor und kann ins Wirtszellgenom inseriert werden. Das integrierte DNA-Genom
wird dann als Provirus bezeichnet (siehe Abb. 1-1C., (Vogt 1997)). Ein
charakteristisches Merkmal der proviralen DNA sind die beiden LTR-Regionen
(engl. „long terminal repeats“), welche jeweils aus U3-, R- und U5-Region bestehen
und die kodierenden Bereiche beidseitig flankieren. Die für die Integration
notwendigen Basenabfolgen befinden sich an beiden Enden des Genoms im 5’-
Bereich der U3- bzw. im 3’-Bereich der U5-Region. Die U3-Region enthält
transkriptionelle Kontrollelemente für die retrovirale Genexpression, wie den
Promotor, aber auch cis-aktive Enhancer Sequenzen, die mit zellulären, aber auch
mit viralen Transkriptionsfaktoren interagieren. Zwischen den LTRs liegt die
kodierende Region, die bei einfachen Retroviren vier offene Leseraster (OFR, engl.
„open reading frame“) für die viralen Strukturproteine Gag und Env, sowie viralen
Enzyme Pro und Pol enthält (Vogt 1997).
Das gag-Gen (gruppenspezifisches Antigen) kodiert für das retrovirale Struktur-
protein und sorgt für die innere Struktur eines Viruspartikels (Freed 1998). Es wird
als Vorläuferprotein im Zytoplasma an freien Ribosomen synthetisiert und während
der Reifung des Partikels durch die virale Protease in die drei Untereinheiten Matrix,
Kapsid und Nukleokapsid prozessiert (Swanstrom and Wills 1997).
Der p r o-ORF (Protease) kodiert für die virale Protease, welche bei
Orthoretroviren die Gag- und Pol-Proteine spät im Replikationszyklus, während der
Reifung des viralen Partikels, prozessiert. Die Protease wird entweder als separates
pro-Gen oder als gemeinsamer pro-pol-ORF kodiert (Swanstrom and Wills 1997).
Das pol-Gen (Polymerase) kodiert für die viralen Enzyme Reverse Transkriptase,
die eine DNA-Polymerase und RNaseH Aktivität besitzt, sowie für die Integrase.
Das pol-Gen der Orthoretroviren wird nicht von einer separaten, gespleißten mRNA
translatiert, sondern immer als Gag-Pro-, bzw. Gag-Pro-Pol-Fusionsprotein
exprimiert. Die Gene liegen dabei je nach Virusart in einem Leserahmen (MLV und
WDSV) oder in drei separaten ORFs (MMTV, M-PMV, HTLV), bzw. teilen sich je
zwei Gene einen Leserahmen (ALV, RSV, HIV). Wobei ALV und RSV einen
gemeinsamen gag-pro-ORF und HIV einen gemeinsamen pro-pol-ORF besitzen
(Vogt 1997). Die Expression der Fusionsproteine erfolgt über zwei verschiedene
Mechanismen. Bei Retroviren, deren gag-, pro- und pol-Gene in einem Leserahmen
liegen, wie bei MLV, wird das gag-Stopkodon während der Translation durch die
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Ribosomen überlesen. Es kommt zur Unterdrückung der Translationstermination und
zum Einbau einer Aminosäure in die Peptidkette (Yoshinaka et al. 1985). Wenn die
ORFs in unterschiedlichen Leserahmen liegen, kann es zu einem ribosomalen
Leserasterwechsel kommen, wodurch ebenfalls das Stopkodon übergangen und ein
Fusionsprotein gebildet wird. Bei Retroviren mit drei separaten ORFs findet ein
effizienter zweifacher Leserasterwechsel statt. Für beide Vorgänge sind konservierte,
sekundäre mRNA Strukturen essentiell (Vogt 1997).
Über die Synthese der Gag-Pro- und Gag-Pro-Pol-Fusionsproteine wird gewähr-
leistet, daß Gag, Pro und Pol in einem angemessenen Verhältnis zueinander (10-20
Gag Moleküle zu 1 Pro/Pol Molekül) gebildet und die viralen Enzyme in die Partikel
verpackt werden (Swanstrom and Wills 1997).
In die Hüllmembran retroviraler Partikel sind die viralen Glykoproteine (Env,
engl. „envelope“) eingebaut, die vom env-Gen kodiert und als Vorläuferprotein an
Ribosomen des rauhen Endoplasmatischen Retikulums (ER) von einer gespleißten
mRNA synthetisiert werden. Während des Transportes durch die zellulären
Kompartimente ER und Golgi-Apparat findet die Modifikation des Proteins durch
Glykosylierung und Spaltung des Vorläufers mittels zelluläre Proteasen in die Ober-
flächen- (SU, engl. „surface“) und Transmembran-Untereinheit (TM, engl.
„transmembrane“) statt. Das Env-Protein gelangt über den sekretorischen Weg an die
Zelloberfläche und liegt dort meist als trimerer Komplex aus SU-TM Heterodimeren
vor. Es vermittelt die Bindung an zelluläre Rezeptoren und die Penetration in die
Wirtszellen (Übersicht in Wyatt and Sodroski 1998).
Komplexe Retroviren enthalten zusätzliche ORFs, die für akzessorische Proteine
kodieren und von einfach oder mehrfach gespleißten mRNAs translatiert werden. Sie
übernehmen regulatorische Funktionen auf Transkriptions- und Translationsebene,
können die Infektiosität der Nachkommenviren und die Immunabwehr des Wirts-
organismus beeinflussen (Vogt 1997).
1.1.3. Replikation der Orthoretroviren
In Abb. 1-2 ist der retrovirale Replikationszyklus schematisch dargestellt. Er
beginnt mit der Anheftung (Adsorption) des Virus an einen zellulären Rezeptor und
dem Eintritt in die Wirtszelle. Die Bindung wird dabei durch die SU-Untereinheit
des Glykoproteinkomplexes vermittelt. Die daraus folgende Konformationsänderung
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des Hüllproteins und Freilegung des Fusionspeptids in der TM-Untereinheit führt zur
Verschmelzung der Virus- und Wirtszellmembran. Das virale Kapsid wird ins Zyto-
plasma der Zelle entlassen (Penetration). Eine andere Möglichkeit zum Eintritt ist die
rezeptorvermittelte Endozytose. Dabei werden die viralen Partikel endozytiert. Durch
den niedrigen pH-Wert in den Lysosomen kommt es zur Aktivierung des Fusions-
peptids in der TM-Untereinheit des Glykoproteins und zur Verschmelzung der Virus-
und Endosomenmembran, wodurch das Kapsid ins Zytoplasma freigesetzt wird
(Hunter 1997).
Abb. 1-2: Schematische Darstellung des retroviralen Replikationszyklus
Nach der Adsorption an den zellulären Rezeptor kommt es zur Fusion der Wirtszell- und
Virusmembran und zum Eindringen des Kapsides mit dem viralen RNA-Genom (Pene-
tration). Die reverse Transkription (RT) findet statt und der Präintegrationskomplex
transportiert das Provirus in den Zellkern, wo es ins Wirtsgenom integriert. Nach
Transkription und Translation werden die verschiedenen viralen Komponenten zu Partikeln
zusammen gebaut und sind in der Lage an der Plasmamembran zu knospen. In diesem
Schritt erhalten sie ihre Hüllmembran, in die virale Glykoproteine eingelagert sind. Nach der
Freisetzung kommt es zu Reifung der Partikel durch die Aktivität der virale Protease. Die
Farbkodierung der retroviralen Proteine entspricht der aus Abb. 1-1.
Im nächsten Schritt wird das virale RNA-Genom durch die mit dem Ribonukleo-
proteinkomplex assoziierte RT in doppelsträngige DNA umgeschrieben. Dabei dient
ein virusspezifisches, zelluläres tRNA Molekül (HIV-1 tRNALys; HTLV tRNAPro),
welches assoziiert mit dem Virusgenom im Partikel verpackt vorliegt, als initialer
Primer für die reverse Transkription (Verma et al. 1971). Die RT trägt sowohl RNA-
abhängige, als auch DNA-abhängige DNA-Polymerase-Aktivität, sowie eine
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RNaseH-Aktivität. Die RT-Reaktion erfolgt über einen zweifachen Matrizenwechsel
der RT, sowie Hydrolyse der RNA im DNA-RNA-Hybrid (Telesnitsky and Goff
1997).
Das entstandene lineare DNA-Molekül wird in den Zellkern transportiert, um ins
Wirtsgenom integriert zu werden. Neben der dafür benötigten viralen Integrase sind
mit der DNA weitere virale und zelluläre Proteine assoziiert und bilden den Präinte-
grationskomplex. Die Integrase vermittelt die Insertion des Provirus an einer
beliebigen Position im Wirtsgenom (Brown 1997).
Durch die Integration wird gewährleistet, daß das Provirus mit der Wirtszell-DNA
repliziert und während der Zellteilung als integraler Bestandteil des Wirtsgenoms an
die Tochterzellen weitergegeben wird. Weiterhin kann das Virus durch die
Integration die zelluläre Transkriptionsmaschinerie nutzen, wobei die hierfür
essentiellen cis-aktiven Sequenzen im LTR-Bereich des Provirus, insbesondere in
der U3-Region, liegen (Rabson and Graves 1997).
Die Transkription beginnt zwischen U3-Promotor und R-Region des 5’-LTRs und
endet mit einem Polyadenylierungssignal in der R-Region des 3’-LTRs. Die
gebildeten mRNAs werden durch eine 5’-Cap Struktur und eine 3’-
Polyadenylierung, wie zelluläre mRNAs modifiziert. Ins Zytoplasma gelangen
vollelänge RNA Transkripte, die als genomische RNA in Kapside verpackt werden
oder zur Translation von Gag-, Gag-Pro- oder Gag-Pro-Pol-Proteinen dienen.
Weiterhin werden einfach und im Falle von komplexen Retroviren auch mehrfach
gespleißte mRNAs exportiert, die zur Bildung von Env-Proteinen bzw. bei den
komplexen Retroviren auch den akzessorischen Proteinen nötig sind. Die Regulation
des Exports von ungespleißten mRNAs aus dem Zellkern, erfolgt bei einfachen
Retroviren über cis-aktive RNA-Elemente (CTE), die von der zellulären mRNA
Exportmaschinerie erkannt werden. Komplexe Retroviren kodieren für zusätzliche
akzessorische Proteine, die an virale cis-aktive RNA-Elemente binden (z.B. HIV-1
Rev bindet an Rev response element) und die Ausschleusung von einfach gespleißten
und ungespleißten mRNAs aus dem Zellkern regulieren (Rabson and Graves 1997).
Die Genprodukte werden im Zytoplasma bzw. die Env-kodierende mRNA an
Ribosomen des rauhen ER translatiert und anschließend in einem komplexen
Morphogeneseprozeß zu Viruspartikeln zusammengefügt. In Kapitel 1.3 wird auf
diesen Abschnitt des Replikationszyklus, sowie die anschließende Partikelfreisetzung
näher eingegangen.
Einleitung
9
Virale Partikel knospen an Membranen und erhalten dort ihre äußere Lipidhülle,
in die virale Glykoproteine eingelagert sind. Nach Abschnürung von der Wirtszelle
kommt es zur Prozessierung der Gag-, Gag-Pro- und Gag-Pro-Pol-Proteine durch die
virale Protease. Dieser Reifungsprozeß führt zur Bildung von infektiösen viralen
Partikeln, die einen neuen Infektionszyklus durchlaufen können.
1.2. Foamyviren
Die Spumaretrovirinae, mit ihrer einzigen Gattung der Foamyviren, nehmen
aufgrund verschiedener Besonderheiten in ihrer Replikationsstrategie und Ähnlich-
keiten mit den Hepadnaviren eine Sonderstellung innerhalb der Familie der
Retroviridae ein. Erstmals wurden sie in den 50-iger Jahren beschrieben, als sie
durch das schaumartige Aussehen der Zellkultur von FV-infizierten primären Affen-
Nierenzellen auffielen (Enders and Peebles 1954; Rustigian et al. 1955). Bis heute
wurden FV in verschiedenen Primatenspezies der Alt- und Neuweltaffen, sowie in
vielen anderen Säugetieren, wie Katzen, Rinder und Pferden identifiziert (Übersicht
Meiering and Linial 2001). Das erste humane Foamyvirus (HFV) wurde 1971, auch
als erstes humanes Retrovirus, aus menschlichem Karzinomgewebe isoliert (Achong
et al. 1971). Spätere Sequenzanalysen ergaben allerdings hohe Übereinstimmung mit
FV Isolaten aus Schimpansen (Herchenröder et al. 1994; Schweizer and Neumann
Haefelin 1995), weshalb man heute davon ausgeht, daß der Mensch kein natürlicher
Wirt der FV ist (Schweizer and Neumann Haefelin 1995; Ali et al. 1996; Heneine et
al. 1998). FV können dennoch zoonotisch auf den Menschen übertragen werden.
Tatsächlich findet man FV Infektionen vereinzelt bei Tierpflegern in Zoos und
Primatenzentren oder Angehörigen afrikanischer Jägergruppen (Schweizer et al.
1997; Heneine et al. 1998; Sandstrom et al. 2000; Switzer et al. 2004; Wolfe et al.
2004). Aufgrund dieser Ergebnisse wurde das ursprünglich als HFV bezeichnete
Virus in Prototyp Foamyvirus (PFV) umbenannt.
In natürlichen Wirten verursachen FV eine persistierende Infektion, trotz Vor-
handensein von hohen Antikörpertitern, die aber ohne pathologische Folgen bleibt.
Mit FV konnte bisher weder bei Tieren noch beim Menschen eine Krankheit
assoziiert werden (Linial 2000; Meiering and Linial 2001). Ganz im Gegensatz zur
Apathogenität der FV Infektion in vivo steht ihre starke Zytopathogenität in vitro.
Diese kennzeichnet sich durch das Auftreten großer, vielkerniger, vakuolisierter
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Zellverbände, sogenannten Synzytien und dem dadurch schaumartigen Aussehen der
Zellkultur, welches schlußendlich namensgebend war (engl. foamy = schaumig,
schäumend; lat. spuma = Schaum).
Die fehlende Pathogenität in vivo ist einer von vielen Vorteilen der FV, die sie zu
einem interessanten Werkzeug für die Vektorentwicklung in der somatischen Gen-
therapie macht (Hill et al. 1999). FV haben weiterhin ein weites Wirts- und
Gewebespektrum, persistieren im Wirt, trotz Vorhandensein von neutralisierenden
Antikörpern und verfügen über das größte Genom innerhalb der Retroviren (Mergia
et al. 1996; Hill et al. 1999).
In den folgenden Kapiteln werden die Besonderheiten der foamyviralen Replika-
tionsstrategie eingehender vorgestellt. Dabei werden sich die Ausführungen, stell-
vertretend für alle FV, auf das bisher am besten charakterisierte PFV konzentrieren.
1.2.1. Morphologie und Genomorganisation
In elektronenmikroskopischen Aufnahmen erscheinen FV als etwa 100 bis 150
nm große, sphärische Partikel, deren Oberfläche mit 10 bis 13 nm langen Env Spikes
bedeckt ist (Morozov et al. 1997). Diese bestehen wahrscheinlich aus Trimeren der
Hüllprotein Untereinheiten SU und TM, sowie dem Leaderpeptid (LP, (Wilk et al.
2000)), dessen Assoziation mit dem Partikel eine Besonderheit der FV darstellt. Das
Kapsid im Inneren der Partikel ist von sphärisch-ikosaedrischer Gestalt und
beinhaltet neben den Gag- und Pol-Proteinen auch das virale Genom, welches bei
infektiösen Partikeln doppelsträngige DNA ist (Yu et al. 1999).
FV gehören zu den komplexen Retroviren, denn neben den gag-, pol- und env-
Genen verfügen sie über weitere akzessorische Gene tas und bel-2, die zwischen
dem env-Gen und dem 3’-LTR lokalisiert sind (Abb. 1-3 (Übersicht in Rethwilm
1995)). Das foamyvirale Genom gehört mit einer Größe des RNA-Genoms von etwa
11 kb und des integrierten Provirusgenoms von ca. 13 kb zu den längsten retroviralen
Genomen.
Eine Besonderheit der FV ist, daß sie neben dem Promotor in der U3-Region des
5’-LTR einen zusätzlichen internen Promotors (IP) im 3’-Bereich des env-Gens
besitzen, der für die Expression der akzessorischen Gene genutzt wird (Löchelt et al.
1993). Beide Promotoren werden durch den, vom tas-Gen exprimierten, viralen
Transkriptionsaktivator Tas („transactivator of spumaviruses“) reguliert (Linial
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1999). Der IP weist im Vergleich zum LTR U3-Promotor bei Abwesenheit des
Transaktivators eine höhere Basalaktivität auf (Löchelt et al. 1993; Yang et al. 1997),
die zur Transkription von kurzen subgenomischen, ungespleißten oder gespleißten
mRNAs für die Expression des Tas- bzw. Bet-Proteins führt (Löchelt et al. 1993;
Löchelt et al. 1994; Meiering et al. 2001). Die Synthese von Tas wiederum erhöht
dessen eigene Expression durch den IP. Ab einer bestimmten Tas Konzentration
kommt es zur Transaktivierung des LTR-Promotors, der Tas mit niedrigerer Affinität
als der IP bindet (Kang et al. 1998). Es werden ungespleißte genomische bzw.
einfach gespleißte subgenomischen RNAs transkribiert und schlußendlich die Gag-,
Pol- und Env-Proteine exprimiert.
Abb. 1-3: Genomaufbau und Genexpression von PFV
Schematische Darstellung der genetischen Organisation eines integrierten PFV Provirus, daß
beidseitig von „long terminal repeats“ (LTR) flankiert wird. Die kodierten viralen Gene sind
als Rechtecke, farblich voneinander getrennt dargestellt. Neben dem LTR-Promotor enthält
FV im 3’-Bereich des env-Gens einen zusätzlichen internen Promotor (IP), der Basalaktivität
besitzt und die Transkription der akzessorischen Gene antreibt. Beide Promotoren werden
durch Tas aktiviert. Die entstehenden genomischen und subgenomischen RNAs werden 5’-
seitig mit einer Cap-Struktur versehen und 3’-seitig polyadenyliert. Die von den mRNAs
translatierten Proteine sind abgebildet und die Molekulargewichte der Vorläuferproteine und
Prozessierungsprodukte angegeben. Protease/Reverse Transkriptase mit RNaseH Aktivität
(PR/RT); Integrase (IN); Leaderpeptid (LP); Oberflächen-Untereinheit (SU);
Transmembran-Untereinheit (TM).
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Eine weitere Besonderheit der FV ist die Gag-unabhängige Pol Expression. Im
Gegensatz zu den Orthoretroviren, bei denen der Pro-Pol Vorläufer als Gag-
Fusionsprotein gebildet wird, wird das FV Pro-Pol-Vorläuferprotein von einer
einfach gespleißten mRNA translatiert (Bodem et al. 1996; Enssle et al. 1996; Jordan
et al. 1996; Löchelt and Flügel 1996; Yu et al. 1996; Holzschu et al. 1998; Lecellier
et al. 2002). Die Konsequenz daraus ist, daß Pol nicht über die Gag-Pol-Fusion ins
Partikel verpackt werden kann und FV für die Inkorporation des Pol-Proteins einen
alternativen Mechanismus nutzen. Es konnte gezeigt werden, daß für eine Pol-
Verpackung die Anwesenheit einer verpackbaren, genomischen RNA notwendig ist.
Dabei bindet Pol an zwei Sequenzabschnitte (PES, „pol encapsidation sequences“)
der genomischen RNA in der U5-Region des 5’-LTR, sowie im 3’-Bereich des pol-
Genes. Die RNA wiederum interagiert über spezifische cis-aktive Sequenzen (CAS
„cis acting sequences“) in der 5’-untranslatierten Region der RNA, sowie im 3’-
Bereich des pol-Genes mit einer Glyzin-Arginin reichen Sequenz (GR I-Box) im
Gag-Protein und wird so in Partikel verpackt. Somit dient die RNA als Brücken-
molekül zwischen Gag- und Pol-Protein und gewährleistet den effizienten Einbau
von Pol (Heinkelein et al. 1998; Heinkelein et al. 2000; Heinkelein et al. 2002; Peters
et al. 2005).
Das PFV Gag-Protein
Das FV Gag-Protein wird von einer ungespleißten, genomischen RNA translatiert
und weist verschiedene strukturelle und funktionelle Unterschiede zum Gag-Protein
der Orthoretroviren auf, die im Kapitel 1.3.2 näher erläutert werden. Die Hauptunter-
schiede sollen hier nur kurz erwähnt bleiben.
Das FV Gag-Vorläuferprotein wird nicht in die charakteristischen Untereinheiten
MA, CA und NC gespalten, sondern es findet nur eine ineffiziente Spaltung eines C-
terminalen kurzen Peptides (im Falle von PFV ein 3 kD Protein) statt (Pfrepper et al.
1999). Das 3 kD Spaltprodukt ist in den Viruspartikeln nicht nachweisbar, wohin-
gegen das 71 kD Vorläuferprotein und eine 68 kD prozessierte Form in infektiösen
Viren in äquimolaren Mengen vorliegen (Linial 1999). Die Prozessierung des
Vorläufers ist essentiell für die Virusreplikation (Konvalinka et al. 1995; Enssle et al.
1997; Zemba et al. 1998).
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Konventionelle Retroviren enthalten in ihrer Nukleokapsid-Domäne Cystein-
Histidin-reiche Domänen, die vor allem für die Bindung an die virale genomische
RNA notwendig sind (Berkowitz et al. 1996). FV hingegen besitzen am C-Terminus
drei Glyzin-Arginin-reiche Sequenzabschnitte (GR-Boxen), wobei die GR I-Box für
die Nukleinsäurebindung zuständig ist (Yu et al. 1996). Dies geschieht mit gleicher
Effizienz für DNA und RNA (Yu et al. 1996). Diese Fähigkeit der foamyviralen GR
I-Box ähnelt dem Core-Protein der Hepadnaviren, welches über spezifische Arginine
im C-Terminus ebenfalls an DNA und RNA binden kann (Hatton et al. 1992; Nassal
1992). Die GR II-Box trägt ein Kernlokalisierungssignal, welches eine transiente
Konzentration des Gag-Proteins im Zellkern infizierter Zellen bewirkt (Schliephake
and Rethwilm 1994; Yu et al. 1996). Der GR III Box konnte bisher keine Funktion
zugeordnet werden (Linial and Eastman 2003).
Das PFV Pol-Protein
Das FV Pol-Protein wird, wie bereits beschrieben, von einer einfach gespleißten
mRNA, separat vom Gag-Protein, als 127 kD Vorläuferprotein translatiert (Enssle et
al. 1996; Jordan et al. 1996; Yu et al. 1996). Während oder nach der Kapsid-
morphogenese prozessiert die virale Protease autokatalytisch den Pol-Vorläufer in
zwei Untereinheiten, die 40 kD Integrase und ein 85 kD großes Protein, welches aus
Protease, Reverse Transkriptase und RNaseH besteht (Netzer et al. 1990; Pfrepper et
al. 1998). Die Protease wird nicht von der Reversen Transkriptase abgespalten
(Pfrepper et al. 1998), obwohl auch die separate Expression der Protease und
Reversen Transkriptase in vitro zu funktionellen Proteinen führt (Kögel et al. 1995;
Pfrepper et al. 1997). Selbst im ungespaltenen Pol Vorläufer zeigen die Reverse
Transkriptase und Protease noch eine geringe enzymatische Aktivität (Roy and
Linial 2007). Eine Partikelinkorporation des Pol-Proteins ist für dessen Spaltung
nicht notwendig, denn auch ohne Gag Koexpression wird der Pol Vorläufer gebildet
und prozessiert (Roy and Linial 2007). Eine aktive virale Protease ist für die Bildung
infektiöser Partikel ebenso essentiell, wie eine aktive Reverse Transkriptase und
Integrase (Konvalinka et al. 1995).
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Das PFV Glykoprotein
Das foamyvirale Env-Protein besitzt eine, für ein retrovirales Glykoprotein, recht
ungewöhnliche Biosynthese. Es wird von einer einfach gespleißten mRNA am
rauhen ER als Vorläuferprotein synthetisiert und nimmt anfänglich eine Typ III
Membrantopologie ein, bei der N- und C-Terminus ins Zytoplasma ragen
(Lindemann et al. 2001; Geiselhart et al. 2003). Im Gegensatz zu anderen Retroviren
wird das N-terminale Signalpeptid nicht durch einen Signalpeptidase Komplex
gespalten. Anstelle dessen erfolgt während des Transports an die Zelloberfläche die
Prozessierung des Env Vorläufers durch Furin- oder Furin-ähnliche Proteasen in die
drei Untereinheiten Leaderpeptid (gp18LP), SU (gp80SU) und TM (gp48TM), die alle
drei Partikel-assoziiert sind (Duda et al. 2004; Geiselhart et al. 2004). Im Laufe des
intrazellulären Transports wird das Env-Protein nicht nur gespalten, sondern es
finden auch verschiedene posttranslationale Modifikationen statt. Dabei unterliegt
das Protein umfangreichen N-Glykosylierungen, bei der 14 von 15 potentiellen N-
Glykosylierungsstellen modifiziert werden (Lüftenegger et al. 2005). Eine weitere
Modifikation ist die Ubiquitinylierung an 4 von 5 Lysinen in der zytoplasmatischen
Domäne des Leaderpeptids (Stanke et al. 2005/ Lüftenegger unveröffentlicht).
Im Unterschied zu anderen retroviralen Glykoproteinen ist bei FV die
Koexpression von Env für die Freisetzung viraler Partikel essentiell. Die Funktion
des Hüllproteins kann dabei auch nicht durch heterologe Hüllproteine ersetzt werden
(Pietschmann et al. 1999). Weiterhin ist das FV Glykoprotein bei alleiniger
Expression in der Lage subvirale Partikel abzuschnüren (Shaw et al. 2003; Stanke et
al. 2005).
Auf die Bedeutung des FV Glykoproteins während des foamyviralen
Replikationszyklus, die daran beteiligten Strukturelemente und die Funktion der
verschiedenen Proteinmodifikationen wird in Kapitel 1.3.4 näher eingegangen.
PFV Akzessorische Proteine
Das foamyvirale Tas-Protein ist notwendig für die Transaktivierung des LTR und
internen Promotors. Es weißt keine Sequenzhomologien zu anderen
transkriptionellen Aktivatoren auf (Linial 1999). Tas wird als 36 kD kernlokalisiertes
Phosphoprotein synthetisiert, welches eine Transaktivierungs-Domäne im C-
terminalen Bereich des Proteins, sowie eine interne DNA-Bindungsdomäne besitzt
Einleitung
15
(Venkatesh and Chinnadurai 1993; Blair et al. 1994; He et al. 1996). Im Gegensatz
zum HIV-1 Tat-Protein oder HTLV Tax-Protein, bindet Tas direkt an die DNA im
U3-Bereich des LTRs bzw. upstream vom IP (Campbell et al. 1996; Zou and Luciw
1996).
Ein weiteres akzessorisches Protein, ist das Bet-Protein, welches von einer
mehrfach gespleißten mRNA synthetisiert wird, die Teile des tas-ORFs mit dem bel-
2 Leserahmen verbindet (Muranyi and Flugel 1991). Bet wird von infizierten Zellen
sekretiert und kann auch von Nachbarzellen aufgenommen werden (Giron et al.
1998). Es scheint eine Rolle bei der Ausbildung und Kontrolle viraler Persistenz in
vivo zu spielen, denn es ist das Hauptprotein, daß während einer chronischen
Infektion detektiert werden kann (Saib et al. 1997). Für die in vitro Replikation von
PFV ist Bet an sich nicht nötig (Saib et al. 1995; Callahan et al. 1999), obwohl stabil
Bet exprimierende Zellen gegen eine PFV Superinfektion geschützt sind (Bock et al.
1998). Neuerdings wird die Funktion des Bet-Proteins bei der Inhibierung der
antiviralen Funktion zellulärer APOBEC3-Proteine (APOBEC „apolipoprotein B-
editing catalytic polypeptide-like complex“) diskutiert (Löchelt et al. 2005; Russell
et al. 2005). Es wurde inzwischen festgestellt, daß APOBEC3 Deaminasen die
Infektiosität von FV inhibieren (Löchelt et al. 2005; Russell et al. 2005; Delebecque
et al. 2006). Bet ist nicht in der Lage, wie das HIV-1 Vif-Protein, die Degradation
von APOBEC zu induzieren und hat hingegen nur inhibitorische Wirkung gegen den
Einbau von APOBEC (Löchelt et al. 2005; Russell et al. 2005).
Von einer alternativ gespleißten mRNA wird ein weiteres 170 kD großes Protein
exprimiert, welches aus dem extrazellulären Teil des Hüllproteins und dem gesamten
Bet-Protein besteht (Giron et al. 1998; Lindemann and Rethwilm 1998). Dieses Env-
Bet-Fusionsprotein wird in den Überstand sekretiert, kann aber nicht von anderen
Zellen aufgenommen werden (Giron et al. 1998). Es wird nicht in die viralen Partikel
eingebaut und scheint für die Replikation in vitro entbehrlich zu sein (Lindemann
and Rethwilm 1998). Eine in vivo Funktion des Proteins wird vermutet (Lindemann
and Goepfert 2003).
Im Gegensatz zu anderen komplexen Retroviren kodieren FV nicht für
posttranskriptionelle Regulatoren (wie z.B. HIV-1 Rev oder HTLV-1 Rex), die
ungespleißte oder partiell gespleißte mRNAs aus dem Zellkern exportieren.
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1.2.2. Der foamyvirale Replikationszyklus
Foamyviren nutzen eine Replikationsstrategie, die Elemente der Replikations-
wege von Orthoretroviren und Hepadnaviren vereinigt. Sie nehmen daher eine
Sonderstellung innerhalb der Retroviridae ein (Übersicht in Rethwilm 2003).
Der Replikationszyklus ist in Abb. 1-4 schematisch dargestellt. Er beginnt mit der
Adsorption an einen bisher unbekannten zellulären Rezeptor. Bei diesem muß es sich
um ein ubiquitäres Oberflächenmolekül handeln, denn es wurde bisher keine Zell-
linie gefunden, die nicht durch FV infiziert werden kann (Mergia et al. 1996; Hill et
al. 1999). Im Gegensatz zu vielen anderen Retroviren verwenden FV einen pH-
abhängigen Endozytoseweg, um in die Wirtszelle einzudringen (Picard-Maureau et
al. 2003). Nach der Penetration wandern FV Kapside Dynein/Dynactin abhängig
entlang des Mikrotubuli Netzwerks zum MTOC („microtubule organizing center“)
(Saib et al. 1997; Petit et al. 2003). In ruhenden Zellen können die Kapside mehrere
Wochen an dieser perizentrosomalen Region stabil lokalisiert bleiben. Erst nach
Stimulation der Zellen zur Mitose, kommt es zur Gag-Prozessierung durch die
assoziierte virale Protease und zum Zerfall (uncoating) der Kapside (Lehmann-Che
et al. 2007). Das freigesetzte virale Genom, welches komplexiert mit Pol- und Gag-
Proteinen vorliegt, wandert als Präintegrationskomplex in den Zellkern ein
(Lehmann-Che et al. 2005).
Bei Orthoretroviren findet in diesem frühen Stadium der Infektion die reverse
Transkription statt. Bei FV hingegen ist die reverse Transkription ein spätes Ereignis
im Replikationszyklus, so daß bereits virale Partikel mit linearer, doppelsträngiger
DNA die infizierten Zellen verlassen. Gestützt wird dieses Modell von
verschiedenen experimentellen Befunden. Zum einen hat der Reverse Transkriptase
Inhibitor AZT, keine Auswirkung auf die FV Infektion, was eine bereits weitgehend
abgeschlossene DNA-Synthese voraussetzt. Hingegen bewirkt die Zugabe von AZT
zu Virus-produzierenden Zellen, das Entstehen nicht infektiöser Virionen (Moebes et
al. 1997; Yu et al. 1999; Roy et al. 2003). In extrazellulären Viruspartikeln kann
somit RNA sowie DNA nachgewiesen werden (Yu et al. 1996; Yu et al. 1999; Roy
et al. 2003).
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Abb. 1-4: Der foamyvirale Replikationszyklus
Darstellung des schematischen Ablaufs der FV Replikation. Nach Adsorption an einen
bisher unbekannten Rezeptor und Fusion mit der Zellmembran, wird das Kapsid mit dem
enthaltenen viralen DNA-Genom ins Zytoplasma entlassen (Penetration). Nach dem Zerfall
des Kapsides („uncoating“) kann der Präintegrationskomplex in den Zellkern einwandern
und das Provirus mit Hilfe der viralen Integrase ins Wirtsgenom inserieren. Dort erfolgt die
Transkription der viralen Gene. Die gebildeten mRNAs werden ins Zytoplasma transportiert
und translatiert. Es kommt dort zum Zusammenbau der Kapsidstrukturen, in denen nun die
reverse Transkription (RT) stattfindet. FV knospen vermehrt an intrazellulären Membranen
(vermutlich z.B. am Endoplasmatisches Retikulum (ER)), aber auch an Plasmamembranen.
Dort erhalten sie ihre Hüllmembran mit den darin eingebetteten Glykoproteinen. Neben der
Freisetzung ist es FV auch möglich einen internen Replikationszyklus durchzuführen, indem
sie das DNA-Genom erneut ins Wirtgenom reintegrieren. Weiterhin können Kapsid-lose,
Glykoprotein-haltige subvirale Partikel (SVP) an den Membranen abgeschnürt werden.
Ob der Kernimport des FV Genoms Zellzyklus-abhängig ist, bleibt bisher
ungeklärt. Zum einen konnte gezeigt werden, daß der Kernimport nur in
proliferierenden Zellen stattfindet und somit das Genom während der Mitose eher
passiv in den Kern transportiert wird (Bieniasz et al. 1995). Andererseits sind
foamyvirale Vektoren in der Lage ruhende Zellen zu transduzieren, auch wenn dies
ineffizienter als bei Lentiviren ist (Patton et al. 2004; Trobridge and Russell 2004).
Die im Präintegrationskomplex enthaltene Integrase vermittelt nach dem Kern-
transport die Integration des Provirus ins Wirtsgenom. Anschließend erfolgt die
Expression der regulatorischen Proteine über den Tas-abhängigen IP und später auch
die Synthese der strukturellen Proteine über den LTR U3-Promotor. Die Kapside
Einleitung
18
werden im Zytoplasma in der perizentrosomalen Region zusammengebaut (Yu et al.
2006). In diesem Stadium findet die reverse Transkription statt, daß dem FV die
Möglichkeit zu einem internen Replikationszyklus eröffnet (Heinkelein et al. 2000).
Anstelle die Zelle zu verlassen, kann das Genom auch wieder in das Wirtsgenom
reintegrieren, ein Vorgang der intrazelluläre Retrotransposition genannt wird und
auch bei Hepadnaviren zu finden ist (Nassal and Schaller 1993).
Ein anderer Weg der FV Kapside ist die Bildung von infektiösen viralen
Partikeln. Im Gegensatz zu konventionellen Retroviren kann das foamyvirale Gag-
Protein alleine keine Virus-ähnlichen Partikel (VLP) freisetzen. Für eine
Partikelknospung ist bei FV immer die Koexpression von Gag und Env essentiell.
Wobei die alleinige Expression von FV Env-Protein, ähnlich wie bei den
Hepadnaviren, zur Bildung von Kapsid-losen, Hüllprotein-haltigen subviralen
Partikeln (SVP) führt, die aber im Vergleich zu Hepadnaviren in wesentlich
geringerem Masse freisetzt werden (Shaw et al. 2003; Stanke et al. 2005). Aufgrund
eines ER-retrieval Signals (ERS) im Env-Protein knospen foamyvirale Partikel
vermutlich hauptsächlich am ER und werden anschließend wahrscheinlich durch
Exozytose-Prozesse freigesetzt (Lindemann and Goepfert 2003). Allerdings weisen
neuere Kolokalisationsstudien auf eine Interaktion von Gag und Env am Trans-
Golgi-Netzwerk und und nicht am ER hin, was einer primären Knospung von PFV
am ER entgegen sprechen würde (Yu et al. 2006).
Durch die fehlende Prozessierung des Gag-Proteins in die drei Untereinheiten
MA, CA und NC unterbleibt die morphologische Veränderung des Viruspartikels
nach der Freisetzung.
1.3. Morphogenese und Partikelfreisetzung der Retroviren
In den letzten Schritten des retroviralen Replikationszyklus erfolgt der Zusam-
menbau der viralen Kapside, welcher einhergeht mit der Verpackung des viralen
Genoms, sowie der viralen Enzyme und der anschließenden Freisetzung der viralen
Partikel an zellulären Membranen. Dies führt zur Umhüllung der Kapside mit einer
Wirtszell-abstammenden Lipidhülle, in die virale Glykoproteine eingelagert sind.
Treibende Kraft der Partikelmorphogenese der meisten Retroviren ist das Struktur-
protein Gag, welches alle essentiellen strukturellen Informationen für diesen Prozeß
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trägt und sogar bei alleiniger Expression zur Freisetzung Virus-ähnlicher Partikel
führt (Swanstrom and Wills 1997).
In den folgenden Kapiteln werden die verschiedenen retroviralen Morphogenese-
strategien, sowie der Freisetzungsprozeß und die darin involvierten zellulären
Mechanismen näher erläutert.
1.3.1. Strategien der retroviralen Partikelmorphogenese
Für die Partikelmorphogenese finden sich innerhalb der Retroviren zwei unter-
schiedliche Wege, die anhand von elektronenmikroskopischen Analysen nach Ablauf
der Morphogenese und Form und Lage der Kapside im Partikel unterteilt werden.
Innerhalb exogener Retroviren unterscheidet man zwischen B/D-Typ und C-Typ
Retroviren.
Retroviren, wie M-PMV und MMTV, folgen der B/D-Typ Partikelmorphogenese.
Ihre Gag-Proteine bilden bereits im Zytoplasma Kapsidstrukturen aus, die häufig als
intrazytoplasmatische A-Typ Partikel (ICAP) bezeichnet werden. ICAPs werden
anschließend zur Plasmamembran transportiert, wo die Abschnürung und Umhüllung
stattfindet (Swanstrom and Wills 1997). FV nutzen den Weg der D-Typ Retroviren
und bauen ihre Kapside im Zytoplasma zusammen, wobei die Freisetzung aber
vermutlich an intrazellulären Membranen erfolgt (Goepfert et al. 1999).
Die zweite Variante ist die C-Typ Partikelmorphogenese, die am besten bei HIV-
1 und MLV untersucht wurde. C-Typ Retroviren, zu denen Alpha-, Gamma-, Delta-,
Epsilonviren, sowie Lentiviren gehören, bauen ihre Kapside an der Plasmamembran,
während der Umhüllung, zusammen. Es sind im Zytoplasma daher keine Kapsid-
strukturen erkennbar. Nach der Virusfreisetzung kommt es zur Partikel-Reifung,
aufgrund der Prozessierung der Gag-Proteine durch die virale Protease. Endogene
Retroviren verfolgen einen ähnlichen Weg der Partikelmorphogenese, wobei sie
ausschließlich an internen Membranen knospen. Die entstehenden Partikel werden
als intrazisternale A-Typ Partikel (IAP) bezeichnet (Swanstrom and Wills 1997). FV
knospen, wie bereits beschrieben, ebenfalls an intrazellulären Membranen und
zeigen, aufgrund fehlender Gag-Prozessierung in die drei Hauptuntereinheiten,
ebenso wie IAPs, keine morphologischen Veränderungen ihres Kapsides nach der
Freisetzung.
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Die Formen der Partikelmorphogenese lassen sich nicht starr voneinander
abgrenzen, denn z.B. bei M-PMV führt der Austausch einer einzelnen As im Gag-
Protein Matrixanteil zum Umschalten von D-Typ zur C-Typ Partikelmorphogenese
(Rhee and Hunter 1990).
Lange Zeit wurde vermutet, daß sich HIV-1 Gag-Proteine hauptsächlich an späten
Endosomen zusammenlagern, um in Multivesikuläre Körperchen (MVB, engl.
„multi vesicular bodies“) zu knospen. Diese Annahme wurde durch die Beobachtung
der Partikelfreisetzung an zellulären Kompartimenten, die typische Endosomen-
Marker aufweisen, bestätigt (Pelchen-Matthews et al. 2003; Ono and Freed 2004;
Perlman and Resh 2006). Der Ablauf der Partikelmorphogenese wäre somit nicht
typisch für einen C-Typ Retrovirus. Neuere elektronenmikroskopische Analysen mit
spezifischer Plasmamembran- und Endosomen-Färbung zeigen allerdings, daß diese
Virus-gefüllten, intrazellulären, vakuolären Strukturen von der Plasmamembran
abstammen (Jouvenet et al. 2006; Deneka et al. 2007; Welsch et al. 2007).
1.3.2. Funktionelle Domänen des retroviralen Gag-Proteins für
die Partikelmorphogenese und Freisetzung
Alle strukturellen Informationen für Partikelzusammenbau und Freisetzung sind
im Gag-Polyprotein enthalten, denn auch Gag alleine ist in der Lage VLPs
freizusetzen. Da retrovirale Gag-Proteine untereinander nur wenig Sequenz-
homologien aufweisen und keine allgemein vorhandenen Aminosäureabschnitte mit
gleicher Funktion definiert werden können, werden im Gag-Protein drei funktionelle
Domänen unterschieden, die für die Virusmorphogenese notwendig sind (nach
Swanstrom and Wills 1997). Dabei wird differenziert zwischen einer Membran-
bindungsdomäne (M-Domäne), die Gag-Proteine zur Plasmamembran lenkt und für
die Bindung an die Membran sorgt. Eine Interaktionsdomäne (I-Domäne) vermittelt
die Gag-Gag Interaktion und sorgt für den korrekten Kapsidzusammenbau. Die Late-
Domäne (L-Domäne) agiert spät im Replikationszyklus und unterstützt die Partikel-
Abschnürung von der Zellmembran.
In Abb. 1-5 ist die Lage dieser Domänen im HIV-1 Gag-Protein und bisher
bekannte Domänen im FV Gag-Protein schematisch dargestellt.
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1.3.2.1. M-Domäne
Die M-Domäne retroviraler Gag-Proteine ist im N-terminalen Matrixanteil des
Proteins lokalisiert. Die Verankerung an der Plasmamembran erfolgt bei den meisten
Retroviren über eine N-terminale Myristylierung, sowie eine Anhäufung von
basischen As am N-Terminus. Diese stabilisieren die Gag-Membran Assoziation
durch elektrostatische Wechselwirkungen mit negativ geladenen Phosphatgruppen
der Plasmamembran (Zhou et al. 1994). M-Domänen sind zwischen den Orthoretro-
viren funktionell austauschbar (Bennett et al. 1993; Deminie and Emerman 1993;
Parent et al. 1996) und können sogar durch Membranbindungs-Domänen
myristylierter zellulärer Membranproteine ersetzt werden (Wills et al. 1991; Lee and
Linial 1994).
Abb. 1-5: Schematische Darstellung der funktionellen Domänen des HIV-1
und PFV Gag-Proteins
Die Prozessierungsprodukte der Proteine sind angedeutet. Hervorgehoben sind funktionelle
Abschnitte innerhalb der Proteine. Matrix-Untereinheit (MA); Kapsid-Untereinheit (CA);
Nukleokapsid-Untereinheit (NC); Membranbindungs-Domäne (M); Interaktions-Domäne
(I); Late-Domäne (L); Myristylierung (Myr); „major homology region“ (MHR); Cystein-
Histidin reiche Proteinabschnitte (C/H); „cytoplasmic targeting and retention signal“
(CTRS); Coided-coil Interaktions-Domäne (cc); „microtubule organizing center targeting“
Interaktions-Domäne (MTOC); Glyzin-Arginin reiche Proteinabschnitte I-III (G/R Boxen I-
III).
Der Transport des Gag-Proteins zur Plasmamembran wird ebenso durch den N-
Terminus des Matrixanteils koordiniert. Neben dem Myristylierungssignal hat auch
der hydrophobe und basische Anteil der M-Domäne Einfluß auf den Gag Transport.
Mutationen in diesem Bereich bewirken den Gag Transport zu intrazellulären
Membranen und zum Viruszusammenbau z.B. am Golgi (Yuan et al. 1993; Ono et
al. 2000). Das D-Typ Retrovirus M-PMV trägt für die Gag Lokalisation im Matrix-
anteil ein 18 As langes zytoplasmatisches Retentionssignal (CTRS, engl.
„cytoplasmic targeting/retention signal“), das für den Gag Transport zum Ort der
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Partikelmorphogenese an den Zentrosomen notwendig ist (Choi et al. 1999;
Sfakianos et al. 2003). Für den Weitertransport der M-PMV Kapside zur Plasma-
membran sind neben dem Myristylierungssignal auch die Env Koexpression, sowie
ein funktioneller Vesikeltransport essentiell (Sfakianos and Hunter 2003).
Foamyvirale Gag-Proteine werden weder myristyliert, noch finden sich am N-
Terminus Anreicherungen von basischen Aminosäuren (As). Durch die Einführung
eines src-Myristylierungssignals kann es aber zur Freisetzung von VLPs kommen
(Eastman and Linial 2001). Wie M-PMV besitzen FV nahe dem N-Terminus ein
CTRS (Eastman and Linial 2001), von dem vermutet wird, daß es die Gag-Proteine
zu einer perizentriolaren Region im Zytoplasma dirigiert, wo die Kapsidbildung
stattfindet (Linial and Eastman 2003; Cartellieri et al. 2005; Yu et al. 2006).
Tatsächlich werden FV Kapside in elektronenmikroskopischen Aufnahmen am
MTOC gefunden (Yu et al. 2006).
1.3.2.2. I-Domäne
Die für die Kapsidbildung notwendige I-Domäne ist meist im C-terminalen Teil
der CA-Unterheit und im NC-Anteil des Gag-Proteins lokalisiert und ist innerhalb
verschiedener Retroviren austauschbar (Craven and Parent 1996). Sie kennzeichnet
sich durch einen hohen Gehalt an basischen As. Im CA-Anteil liegt weiterhin eine
innerhalb der Orthoretroviren hoch konservierte Region (MHR, engl. „major
homology region“), deren Funktion nicht genau bekannt ist, wobei aber As
Substitutionen oder Deletionen in dieser Region die Partikelbildung beeinflussen
(Dorfman et al. 1994; Mammano et al. 1994; Reicin et al. 1995). Im NC-Anteil
befinden sich hochkonservierte Cystein-Histidin-reiche Sequenzabschnitte, die für
den Einbau viraler Nukleinsäuren essentiell sind. Diese Abschnitte sind dennoch für
den Partikelzusammenbau entbehrlich (Gorelick et al. 1990; Rein 1994) und dienen
lediglich als Stützgerüst für die Konzentration der Gag-Proteine um das RNA-
Molekül. Somit wird die Interaktion zwischen den Gag-Proteinen ermöglicht
(Muriaux et al. 2001).
Für FV wurden bisher zwei I-Domänen beschrieben. Eine befindet sich im
Bereich zwischen As 414 bis 613, welcher auch die Nukleinsäurebindende GR I-Box
enthält (Bowzard et al. 1998). Ein weiteres essentielles coiled-coil Motiv für die
Gag-Gag Interaktion liegt im Bereich zwischen As 131 bis 162 (Tobaly-Tapiero et
al. 2001).
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1.3.2.3. L-Domäne
Die Abschnürung viraler Partikel von der Plasmamembran infizierten Zellen ist
einer der letzten Schritte im retroviralen Replikationszyklus. Forschungen der letzten
Jahre haben gezeigt, daß für eine effiziente Durchführung der Knospung Inter-
aktionen von zellulären Proteinen mit spezifischen Sequenzabschnitten im Retrovirus
Gag-Protein, den sogenannten Late-Domänen notwendig sind. Zuerst wurden L-
Domänen im HIV-1 Gag-Protein charakterisiert, denn Mutanten, bei denen die p6-
Domäne am C-Terminus des Gag-Proteins deletiert wurde, waren nicht mehr in der
Lage Virionen effizient von der Zellmembran abzutrennen, obwohl keine
Auswirkung auf die Partikelmorphogenese zu verzeichnen war (Gottlinger et al.
1991). Weitere Mutationsanalysen des p6-Proteins ergaben, daß ein hoch-
konserviertes Sequenzmotiv P(T/S)AP für die Knospung und Freisetzung
verantwortlich war (Huang et al. 1995). Domänen mit ähnlicher Aktivität konnten
später auch in anderen Retroviren gefunden werden. So wurde im RSV p2b-Protein
ein PPPY Motiv mit L-Domän Aktivität beschrieben (Parent et al. 1995; Xiang et al.
1996) und im EIAV p9-Protein erstmalig ein L-Domän YPDL Motiv (Puffer 1997).
Inzwischen konnten drei potentielle Konsensussequenzen: P(T/S)AP, PPXY und
YXXL, in den Gag-Proteinen verschiedener Retroviren identifiziert werden
(Übersicht in Demirov and Freed 2004; Morita and Sundquist 2004). Eine Übersicht
über die Lage der L-Domänen in Strukturproteinen verschiedener umhüllter RNA
Viren ist in Abb. 1-6 gezeigt. Auch in Strukturproteinen anderer umhüllter Viren,
wie im M-Protein von VSV (Vesicular stomatitis virus), einem Rhabdovirus, sowie
im VP40-Protein des zu den Filoviren gehörenden Ebolavirus finden sich L-Domän
Sequenzmotive (Übersicht in Pornillos et al. 2002; Morita and Sundquist 2004;
Bieniasz 2006).
Im PFV Gag-Protein sind Sequenzen mit hoher Homologie zu allen drei L-Domän
Sequenzmotiven enthalten. Die Charakterisierung des für die FV Partikelfreisetzung
essentiellen L-Domän Motivs ist Gegenstand dieser Arbeit.
L-Domänen sind bis zu einem gewissen Grade zwischen Retroviren und anderen
umhüllten Viren funktionell austauschbar und wirken zum Teil auch Positions-
unabhängig (Parent et al. 1995; Yuan et al. 2000; Martin-Serrano et al. 2001; Li et al.
2002; Strack et al. 2002; Martin-Serrano et al. 2004).
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L-Domänen verbinden den viralen Knospungsprozeß mit der zellulären Ubiqui-
tinylierungsmaschinerie, sowie dem Proteinsortierungsweg in Endosomen (VPS,
engl. „vacuolar protein sorting“), deren Abläufe im folgenden Kapitel näher erläutert
werden.
Abb. 1-6: Übersicht über die Lage der L-Domänen in den Strukturproteinen
verschiedener umhüllter RNA Viren
Vesicular stomatitis virus (VSV); Lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV). (verändert
nach Morita and Sundquist 2004).
Retroviren
Filoviren
Rhabdoviren
Arenaviren
HIV-1 Gag
HTLV-1 Gag
RSV Gag
M-PMV Gag
MuLV Gag
EIAV Gag
Ebola VP40
Marburg VP40
50 As
VSV M
Rabies M
LCMV Z
Lassa Z
P(T/S)AP
PPXY
YP(X)nL
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1.3.3. Zelluläre Mechanismen der retroviralen Partikel-
freisetzung
Für ihre Partikelfreisetzung bemächtigen sich Retroviren eines zellulären Protein-
sortierungsweges, dem VPS-System. Dieses wird normalerweise genutzt, um
Membranproteine oder lysosomale Enzyme in Vesikel zu sortieren, die in die
Kompartimente der späten Endosomen knospen und dann als MVB bezeichnet
werden (Morita and Sundquist 2004). MVB fusionieren mit Lysosomen, in denen die
Proteindegradation stattfindet, oder aber auch mit der Zytoplasmamembran, wo die
Vesikel als Exosomen freigesetzt werden (Übersicht in Pelchen-Matthews et al.
2004). Als Hauptsignale für die Protein-Sortierung in MVB dienen
Monoubiquitinylierungen, die zur Erkennung der Proteine durch ein Netzwerk aus
Proteinkomplexen, den HRS- und ESCRT I-III- (engl. „endosomal sorting complex
required for transport) Komplexen führen, welche die MVB-Bildung vorantreiben
(siehe Abb. 1-7, (Übersicht in Katzmann et al. 2001; Katzmann et al. 2002; Raiborg
et al. 2003)). Diese Komplexe bestehen aus zytoplasmatischen Proteinen, die sich
transient am Ort der Vesikelbildung einfinden und nach Partikelabschnürung durch
die katalytische Aktivität einer ATPase wieder dissoziieren. Ursprünglich wurden
VPS-Proteine in Hefen identifiziert, inzwischen konnte aber für fast jedes Hefe VPS-
Protein ein Pendant im Menschen gefunden werden, was dafür spricht, daß dieses
System hoch konserviert ist (Katzmann et al. 2002; Übersicht in Pornillos et al.
2002; Martin-Serrano et al. 2003; von Schwedler et al. 2003; Bowers et al. 2004).
Untersuchungen zeigen, daß virale L-Domänen mit Proteinen der zellulären VPS-
Maschinerie spezifisch interagieren. Verschiedene Viren nutzen diesen Weg aus, um
an der Plasmamembran, aber auch an intrazellulären Membranen zu knospen. Eine
Übersicht über den ESCRT-Weg und die Eintrittsstellen verschiedener Retroviren
gibt Abb. 1-7.
In Two-Hybrid-Analysen konnte gezeigt werden, daß die HIV-1 p6 PTAP L-
Domäne spezifisch mit der ESCRT I-Komplex Komponente TSG101 interagiert
(Garrus et al. 2001; VerPlank et al. 2001). Die Expression von dominant-negativen
Formen von TSG101 (Demirov et al. 2002) oder siRNAs, die zur Depletion von
TSG101 in der Zelle führen (Garrus et al. 2001)), inhibieren die Virusfreisetzung.
HIV-1 und auch andere Viren mit P(T/S)AP L-Domän Motiv können somit über die
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Rekrutierung von TSG101 in den ESCRT-Weg gelangen (Garrus et al. 2001; Martin-
Serrano et al. 2001; VerPlank et al. 2001; Demirov et al. 2002).
YPXL L-Domänen interagieren mit AIP1/Alix, einem zellulären Faktor, der die
Komplexe ESCRT I und ESCRT III verbindet (Martin-Serrano et al. 2003; Strack et
al. 2003; von Schwedler et al. 2003). Es konnte gezeigt werden, daß AIP1 mit dem
HIV-1 p6 Sequenzmotiv LXXLF interagiert und neben TSG101 mit in die viralen
Partikel verpackt wird (Strack et al. 2003). Das deutet darauf hin, daß HIV-1 neben
dem PTAP L-Domän Motiv ein zweites L-Domän Motiv trägt, dessen Funktion aber
noch genauer definiert werden muß.
Abb. 1-7: Schematische Darstellung der ESCRT-Maschinerie und ihrer Rolle
bei der Proteinsortierung (Cargo) in MVB, sowie ihrer Funktion bei
der Knospung von Retroviren (Abb. entnommen aus Morita and Sundquist
2004)
Ubiquitinylierte Membranproteine werden durch die Ubiquitin-bindenden Proteine des
STAM-HRS Komplexes (auch als ESCRT 0 bezeichnet) erkannt. HRS bindet TSG101 (ein
Protein, welches ebenfalls ubiquitinylierte Proteine erkennen und binden kann) und stellt
somit die Verbindung zum ESCRT I-Komplex her. Über die Interaktion von TSG101 mit
AIP1/Alix bzw. den Komponenten des ESCRT II-Komplexes wird der ESCRT III-Komplex
rekrutiert, der die Proteine in die Vesikel des MVB sortiert und die Membrankrümmung
bewirkt. Die ATPase Vps4 sorgt für die anschließende Auflösung des ESCRT III-
Komplexes. Über welche Interaktion mit Komponenten des ESCRT-Weges die HTLV-1,
HIV-1 und EIAV Gag-Proteine diesem Sortierungsweg beitreten, ist dargestellt. Ubiquitin
(Ub).
PPXY L-Domänen hingegen binden an die WW-Domäne von HECT Ubiquitin-
Ligasen (HECT, engl. „homologous to E6AP c-terminus“), die zu den E3 Ubiquitin-
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Ligasen gehören. In eukaryotischen Zellen sind derzeit neun verschiedene HECT
Ubiquitin-Ligasen bekannt, die bei verschiedenen Viren als PPXY L-Domän
Bindungspartner agieren. Es konnte gezeigt werden, daß das Protein LDI-1 (engl.
„late domain interacting protein 1“) mit der RSV p2b L-Domäne interagiert
(Kikonyogo et al. 2001), wohingegen für M-PMV BUL-1 (engl. „budding-associated
ubiquitin ligase 1“) (Yasuda et al. 2002) und für HTLV-1 Nedd4 sowie WWP1 als
Interaktionspartner identifiziert wurden (Bouamr et al. 2003; Blot et al. 2004;
Heidecker et al. 2004; Sakurai et al. 2004). Das HECT Ubiquitin-Ligasen eine Rolle
bei der Partikelfreisetzung spielen, konnte durch Inhibierung der Partikelfreisetzung
bei Überexpression der reinen WW-Bindungsdomäne der Ligasen gezeigt werden
(Kikonyogo et al. 2001; Yasuda et al. 2002; Bouamr et al. 2003; Heidecker et al.
2004). Dennoch ist der genaue Eintrittspunkt in den VPS-Weg nicht bekannt, da die
Interaktionspartner der Ubiquitin-Ligasen im ESCRT-Weg noch nicht ermittelt
wurden.
Für die letzten Schritte der Partikelabschnürung, Virusfreisetzung und
schlußendlich Auflösung des ESCRT-Komplexes sind Komponenten des ESCRT III-
Komplexes (CHMP-Proteine), sowie die enzymatische Aktivität von Vps4 essentiell.
Dominant-negative Formen der CHMP-Proteine (Martin-Serrano et al. 2003; Martin-
Serrano et al. 2003; Strack et al. 2003; von Schwedler et al. 2003) sowie von Vps4
(Martin-Serrano et al. 2003; Tanzi et al. 2003) inhibieren die Virusfreisetzung
unabhängig der L-Domäne.
Monoubiquitinylierung zellulärer Membranproteine dient als Signal für die
Endozytose und die ESCRT-Weg vermittelte Sortierung in MVB. Die Gag-Proteine
verschiedener Retroviren werden ebenfalls, wenn auch nur in geringen Masse,
monoubiquitinyliert. Diese Modifikation tritt hauptsächlich an Lysinen in
unmittelbarer Nähe der L-Domänen auf (Ott et al. 1998; Ott et al. 2000; Ott et al.
2003). Kürzlich konnte für HIV-1 Gag gezeigt werden, daß die Gag-
Ubiquitinylierung durch Bindung und Multimerisierung des Proteins an Membranen
angeregt wird und unabhängig von der L-Domäne ist (Jager et al. 2007).
Die Rolle der Ubiquitinylierung von Gag-Proteinen während der Partikel-
freisetzung konnte dennoch bisher nicht eindeutig geklärt werden. Entweder ist sie
ein Nebeneffekt der Ubiquitin-Ligasen, die zelluläre Proteine während der
Proteinsortierung in MVB und dabei gleichzeitig auch unspezifisch virale Gag-
Proteine mit Ubiquitin markieren. Wobei Viren mit PPXY L-Domäne hingegen
Einleitung
28
direkt eine E3 Ubiquitin-Ligase rekrutieren (Kikonyogo et al. 2001; Martin-Serrano
et al. 2005). Oder Viren nutzen den Mechanismus der Ubiquitinylierung, um von
Ubiquitin-bindenden Komponenten des ESCRT-Weges, wie HRS oder TSG101
besser erkannt zu werden.
Sicher ist, daß die Virusfreisetzung vieler Retroviren durch Zugabe von
Proteasomen-Inhibitoren und die dadurch bedingte Verringerung an freiem Ubiquitin
in der Zelle inhibiert werden kann (Patnaik et al. 2000; Schubert et al. 2000; Patnaik
et al. 2002; Ott et al. 2003; Shehu-Xhilaga et al. 2004). Somit ist ein direkter Einfluß
der Gag Ubiquitinylierung auf die Virusfreisetzung nicht auszuschließen.
1.3.4. Das foamyvirale Glykoprotein und seine Funktion im FV
Replikationszyklus
Das foamyvirale Hüllprotein ist einzigartig innerhalb retroviraler Hüllglyko-
proteine, denn es birgt spezielle Charakteristika und Funktionen, die es von anderen
Glykoproteinen unterscheidet. Das hervorstechenste Merkmal ist die Unentbehr-
lichkeit des FV Glykoproteins für die Freisetzung von viralen Partikeln. Im
Gegensatz zu anderen Retroviren, sind FV nicht in der Lage, bei alleiniger
Expression von Gag, VLP freizusetzen. Für eine Partikelfreisetzung muß immer das
Env-Protein koexprimiert werden. Dies läßt den Schluß zu, daß Env wichtige
strukturelle Informationen für den Membrantransport und die Virusfreisetzung trägt.
Zudem kann die Funktion des FV Glykoproteins nicht durch heterologe
Glykoproteine ersetzt werden (Fischer et al. 1998; Pietschmann et al. 1999). Eine
besondere Bedeutung während der foamyviralen Partikelfreisetzung kommt dem
Leaderpeptid des Env-Proteins zu. Im Gegensatz zu anderen Retroviren ist das
Leaderpeptid Partikel-assoziiert und vermittelt neben seiner Signalpeptidfunktion zur
Einschleusung des Env-Proteins ins ER, zudem noch die Hauptinteraktion mit dem
Gag-Protein (Lindemann et al. 2001; Wilk et al. 2001). Ein weiterer Unterschied zu
anderen retroviralen Glykoproteinen stellt das Vorhandensein eines ER retrieval
Signals dar, welches das PFV Env-Protein im ER zurückhält (Goepfert et al. 1995;
Goepfert et al. 1997; Goepfert et al. 1999).
Einleitung
29
1.3.5. Aufbau, Membrantopologie und zelluläre Verteilung des
PFV Env-Proteins
Synthetisiert wird das PFV Env-Protein am rauhen ER als 130 kD
Vorläuferprotein, welches in der Membran eine Typ III Membrantopologie
einnimmt, wobei N- und C-Terminus ins Zytoplasma ragen. Während des Transports
zur Zelloberfläche erfolgt die Prozessierung des Vorläuferproteins durch zelluläre
Furin- oder Furin-ähnliche Proteasen in drei charakteristische Untereinheiten:
Leaderpeptid (gp18LP), SU-Untereinheit (gp80SU) und TM-Untereinheit (gp48TM)
(siehe Abb. 1-8). Die Spaltung des FV Glykoproteins ist untypisch für ein
retrovirales Glykoprotein, denn normalerweise erfolgt die Abspaltung des
Signalpeptides am N-Terminus des Orthoretrovirus Glykoproteins durch den
Signalpeptidase-Komplex, kotranslational während der Einschleusung ins ER
(Swanstrom and Wills 1997). Auch für FV wurden Signalpeptidase Spaltstellen nach
As 86 bzw. As 148 vorhergesagt (Flügel et al. 1987; Wang and Mulligan 1999;
Lindemann et al. 2001). Mutationsanalysen und N-terminale Sequenzierung der SU-
Untereinheit zeigten jedoch, daß das PFV Leaderpeptid an As 126 durch eine Furin-
oder Furin-ähnliche Protease prozessiert wird (Duda et al. 2004).
Abb. 1-8: Schematische Darstellung des PFV Env-Vorläuferproteins.
Schematische Darstellung der Domänenorganisation mit Positionsangaben der Spaltstellen,
sowie Angabe wichtiger funktioneller Abschnitte im PFV Glykoprotein. Leaderpeptid (LP);
Oberflächen-Untereinheit (SU); Transmembran-Untereinheit (TM); N-terminale polare
Domäne (n); hydrophobe Domäne (h); C-terminale polare Domäne (c); Fusionspeptid (FP);
membranspannende Domäne (MSD); Budding-Domäne (BD); Rezeptorbindungs-Domäne
(RBD); ER Retrieval Signal (ERS); Glykosylierungsstellen (Y); eine essentielle Glyko-
sylierungsstelle ist rot dargestellt.
Das durch die Spaltung entstehende gp18LP nimmt eine Typ II Membrantopologie
ein, wobei der N-Terminus ins Zytoplasma und der C-Terminus ins Lumen des ER
reicht. Die prozessierte TM-Untereinheit hingegen weißt eine Typ I Membran-
topologie auf, mit dem C-Terminus im Zytoplasma (Duda et al. 2006). SU und TM
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interagieren an einer bisher nicht näher charakterisierten Interaktionsdomäne
miteinander und bilden Heterodimere aus, die als trimäre Komplexe auf der
Oberfläche infizierter Zellen, sowie freigesetzter Partikel zu finden sind (Wilk et al.
2000). Ob zwischen dem partikel-assoziierten Leaderpeptid und den SU/TM Hetero-
dimeren ebenfalls eine direkte Interaktion stattfindet, ist bisher nicht geklärt.
Eine weitere Besonderheit des foamyviralen Glykoproteins ist dessen
intrazelluläre Verteilung. PFV Env findet sich hauptsächlich an intrazellulären
Membranen, wie dem ER. Dadurch erfolgt die Knospung von PFV vermutlich an
Membranen des ER oder Golgi-Apparates und nur in geringen Masse an der
Plasmamembran (Baldwin and Linial 1998; Fischer et al. 1998). Bedingt wird die
intrazelluläre Verteilung durch drei verschiedene strukturelle Abschnitte im FV Env-
Protein. Zum einen besitzt PFV Env ein ERS. Dieses Dilysin-Motiv befindet sich am
C-Terminus der zytoplasmatischen Domäne (zyD) der TM und sorgt für den
Rücktransport des Env-Proteins ins ER. Es wird hauptsächlich für die Knospung von
PFV am ER verantwortlich gemacht (Goepfert et al. 1995; Goepfert et al. 1997;
Goepfert et al. 1999). Mutationen des ERS führen zwar zur erhöhten Env-
Zelloberflächenexpression, nicht aber zur vermehrten Partikelfreisetzung an der
Oberfläche (Goepfert et al. 1999; Pietschmann et al. 2000). Auch ist dieses Motiv für
die Infektiosität der Partikel in vitro entbehrlich (Goepfert et al. 1999). Das Equine
Foamyvirus (EFV) besitzt hingegen kein ERS, die Partikelfreisetzung findet daher
hauptsächlich an der Zytoplasmamembran statt (Tobaly-Tapiero et al. 2000;
Lecellier et al. 2002).
Die Env Oberflächenexpression wird weiterhin durch den N-terminalen Anteil der
membranspannenden Domäne (MSD) von TM, speziell durch ein konserviertes
Lysin (K959) in der Mitte der MSD, sowie durch die zyD von LP beeinflußt. Die
nicht konservative Mutation dieses Lysins bzw. N-terminale Verkürzung der LP zyD
bewirken einen massiven Anstieg der Zelloberflächenexpression (Pietschmann et al.
2000; Lindemann et al. 2001). Im Gegensatz zum ERS sind die MSD und das LP
aber für eine Freisetzung von infektiösen Partikeln essentiell (Goepfert et al. 1999;
Pietschmann et al. 1999; Lindemann et al. 2001).
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1.3.6. Env-Protein vermittelte Fusionsaktivität bei der Virus-
infektion
Das foamyvirale Glykoprotein besitzt beim Eintritt in die Zelle die typischen
Eigenschaften eines viralen Hüllproteins membranumhüllter Viren. Dabei ist die
Funktion jedes Hüllproteins die Rezeptorerkennung und Vermittlung der Fusion von
Virus- und Wirtszellmembran, um das virale Kapsid ins Zytoplasma zu entlassen.
Das foamyvirale Env-Protein vermittelt die Bindung des Virus an einen bisher
unbekannten zellulären Rezeptor. Wie bei anderen Retroviren, ist dabei die SU-
Untereinheit an der Rezeptorbindung beteiligt. Eine minimale Rezeptorbindungs-
Domäne konnte mit 330 As im zentralen Teil der SU-Untereinheit (As 225 bis 555)
definiert werden. Für die Rezeptorbindung sind eine N-Glykosylierung (N391, Abb.
1-8 rot markiertes Y), sowie einzelne Cysteine in diesem Bereich essentiell (Duda et
al. 2006). Aufgenommen werden die Partikel vermutlich über Endozytose Prozesse,
wobei die beiden Membranen durch einen pH-Wert kontrollierten Mechanismus
fusionieren (Picard-Maureau et al. 2003). Für die Fusion ist die Spaltung von SU-
und TM-Untereinheit notwendig (Bansal et al. 2000), wobei das im N-Terminus der
TM-Unterheit vorhergesagte Fusionspeptid (Wang and Mulligan 1999) freigelegt
wird. Weiterhin ist auch die MSD der TM-Untereinheit, speziell das konservierte
Lysin an As Position 959 für den Fusionsprozeß wichtig (Pietschmann et al. 2000).
1.3.7. Die Rolle des Env-Proteins bei der FV Partikelfreisetzung
Neben seiner Rolle beim Virus-Eintritt in die Zelle besitzt das foamyvirale Glyko-
protein einzigartige Funktionen bei der viralen und subviralen Partikelmorphogenese
und –freisetzung. Dem FV LP kommt dabei eine weitere wichtige Aufgabe zu, denn
die Interaktion des LP mit dem Gag-Protein während der Partikelmorphogenese ist
absolut essentiell für eine Partikelfreisetzung. Diese Interaktion wird durch die als
„Budding-Domäne“ bezeichneten N-terminalen 15 As, speziell durch zwei
konservierte Tryptophane an As-Position 10 und 13 des LP vermittelt (Lindemann et
al. 2001; Wilk et al. 2001). Ein weiterer für die Gag Interaktion notwendiger
Abschnitt sind die N-terminalen 15 As der MSD von TM. Wobei die Membran-
verankerung an sich nicht die ausschlaggebende Komponente für eine
Partikelfreisetzung zu sein scheint. Künstliche Membrananker und auch
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membranspannende Domänen anderer Retroviren sind nicht in der Lage eine
Partikelfreisetzung zu ermöglichen (Pietschmann et al. 1999). Eine Erklärung dafür
könnte sein, daß die MSD von TM ebenfalls spezifisch mit dem Gag-Protein
interagiert und diese Interaktion nicht durch heterologe MSDs nachgeahmt werden
kann.
Ein weiterer Indiz dafür, daß das Env-Protein wichtige strukturelle Informationen
für die Partikelfreisetzung trägt, ist dessen Fähigkeit zur Freisetzung subviraler
Partikel (Shaw et al. 2003; Stanke et al. 2005). SVP sind Kapsid-lose
Membranvesikel in die virale Hüllproteine eingelagert sind. Sie werden von einigen
membranumhüllten Viren, wie Hepadnaviren (Dubois et al. 1980), Rhabdoviren
(Rolls et al. 1994), aber auch Flaviviren (Allison et al. 1995) und Coronaviren (Bos
et al. 1996; Vennema et al. 1996; Maeda et al. 1999) von infizierten oder mit dem
viralen Glykoprotein transfizierten Zellen freigesetzt. Eine SVP-Freisetzung bei
anderen Retroviren konnte hingegen bisher nicht beobachtet werden. Um so
ungewöhnlicher ist der Nachweis von SVP bei PFV, was aber erneut die nahe
Verwandtschaft der FV mit den Hepadnaviren verdeutlicht.
Erst kürzlich konnte geklärt werden, daß die PFV SVP-Freisetzung durch
Ubiquitinylierung des LPs an fünf Lysinen im N-terminalen zytoplasmatischen
Anteil reguliert wird. Diese Proteinmodifikation ist auch im Western Blot
nachweisbar. Mit einem Env LP spezifischen Antiserum treten zwei höher
molekulare Formen des gp18LP auf (gp28LP und gp38LP), die mit einem Ubiquitin
spezifischen Antikörper als mono- bzw. diubiquitinylierte Formen identifiziert
werden können. Ein Austausch der ersten drei (∆Ubi1-3) bzw. aller fünf (∆Ubi1-5)
Lysine im LP zu Arginin, bewirkt eine Reduktion bzw. sogar kompletten Verlust der
Ubiquitinylierung, hat dennoch aber keinen starken Einfluß auf die virale
Partikelfreisetzung. Die Infektiosität wird nur geringfügig, um das zwei- bis
dreifache erhöht. Die SVP-Freisetzung der ∆Ubi Env-Variante steigt hingegen
drastisch um das 20- bis 50-fache an, im Vergleich zum wildtypischen Hüllprotein
(Stanke et al. 2005).
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1.4. Ziele der Arbeit
Die Ergebnisse der Forschungen der letzten Jahre lassen vermuten, daß das FV
Gag-Protein alle nötigen strukturellen Informationen für den Kapsidzusammenbau
und die Abschnürung von Partikeln an Membranen trägt, da eine Env-unabhängige
Partikelfreisetzung des FV Gag-Proteins durch das N-terminale Anhängen einen
künstlichen Membrantransport- und Verankerungssignals (Myristylierung) induziert
werden kann. Das FV Env-Protein wird jedoch für die Assoziation von Gag an die
Membranen benötigt. Außerdem scheint es ebenfalls strukturelle Informationen für
den Freisetzungsprozeß zu besitzen, denn eine alleinige Expression des Env-Proteins
führt zur Freisetzung subviraler Partikel.
Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Prozeß der FV viralen und subviralen
Partikelfreisetzung und die daran beteiligten viralen und zellulären strukturellen
Komponenten näher untersucht werden.
Im letzten Schritt der Freisetzung membranumhüllter Viren fungieren L-Domänen
im viralen Gag-Protein als Interaktionspartner für zelluläre Faktoren des VPS-
Systems, daß den Knospungsprozeß vorantreibt. Drei, innerhalb der FV recht
konservierte Sequenzmotive mit Ähnlichkeit zu den bisher bekannten L-Domän
Motiven sind im PFV Gag-Protein enthalten. Die Funktion dieser Motive im
Hinblick auf ihre Rolle im foamyviralen Replikationszyklus, sowie im speziellen
eine mögliche L-Domän Aktivität sollte in der vorliegenden Arbeit analysiert
werden. Dazu wurden Mutanten dieser Motive hinsichtlich ihrer Partikel-
freisetzungseffizienz, Infektiosität, aber auch ihrem Phänotyp in elektronen-
mikroskopischen Aufnahmen untersucht. Ob der foamyvirale Knospungsprozeß
außerdem auch dem zellulären VPS-Sortierungsweg unterliegt, sollte analysiert
werden.
Die subvirale Partikelfreisetzung ist eine Besonderheit der FV. Der zugrunde
liegende Prozeß, sowie die daran beteiligten Env-Domänen und zellulären
Mechanismen sind noch weitgehend unbekannt. Der zweite Teil dieser Arbeit diente
daher der Charakterisierung von spezifischen Domänen oder Sequenzmotiven
innerhalb des PFV Env-Proteins, die für den Freisetzungsprozeß essentiell sind.
Weiterhin wurde der Einfluß der zellulären ESCRT-Maschinerie auf die SVP-
Freisetzng untersucht.
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2. MATERIAL UND METHODEN
2.1. Material
2.1.1. Chemikalien
An dieser Stelle wird darauf verzichtet, alle für diese Arbeit eingesetzten
Chemikalien einzeln aufzulisten. Wenn nicht gesondert vermerkt, wurden
Chemikalien der Firmen Merck, Sigma-Aldrich, Serva, Roth und AppliChem
verwendet. In einzelnen Fällen wurde besonderer Wert auf die Verwendung eines
Produktes einer bestimmten Firma gelegt. Der Hersteller und die entsprechende
Katalognummer werden dann im Text angegeben.
2.1.2. Enzyme
• CIAP (calf intestine alkaline phosphatase) MBI Fermentas
• DNase I AppliChem
• Pwo-DNA-Polymerase Peqlab
• Restriktionsenzyme NEB, MBI-Fermentas
• RNase A Roth
• T4 DNA Ligase MBI-Fermentas
• Taq-DNA-Polymerase Peqlab
2.1.3. Kommerzielle Kits
• ABI Prism Big Dye DNA Sequencing Kit PE-Applied Biosystems
• Brilliant® SYBR® Green QPCR Master Mix Stratagene
• ECL+ Plus Western Blot Detection Kit Amersham Biosciences
• Geneclean® III Kit QBiogene
• MultiScreen 96-Well Filtration Plate Millipore
Dye Terminator Removal Kit
• Nucleo Spin Extract Kit Macherey-Nagel
• Polyfect® Transfection Reagent Qiagen
• QiashredderTM Qiagen
• SuperScript II reverse Transcription kit Invitrogen
• Topo-TA-Cloning® Kit Invitrogen
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2.1.4. Nukleinsäuren
2.1.4.1. Molekulargewichtsstandards
Nukleinsäurelängenstandards:
• GeneRulerTM 1 kb DNA-Ladder MBI-Fermentas
• GeneRulerTM 100 bp DNA-Ladder MBI-Fermentas
• GeneRulerTM 100 bp Plus DNA-Ladder MBI-Fermentas
Proteingrößenstandard:
• Prestained Protein Ladder MBI-Fermentas
2.1.4.2. Oligonukleotide
Die verwendeten Oligonukleotide sind in Tab. 2-1 aufgelistet. Sie wurden von den
Firmen MWG-Biotech AG und biomers.net synthetisiert und auf eine Konzentration
von 100 pmol eingestellt.
Tab. 2-1: Verwendete Oligonukleotide für Klonierung und Sequenzierung
Veränderte Nukleotide zur Ausgangssequenz sind fett/unterstrichen, neu eingefügte Schnitt-
stellen sind klein geschrieben.
Nr. 5’ - 3’ Sequenz Bemerkung
allgemeine Primer
312 AAATTAGCATTATTAGCAATGTTTTCTG Primer rückwärts für PFV env-ORF
405 CACTATAGGGAGACCCAAGC Primer vorwärts für CMV-Promotor
406 AGGCACAGTCGAGGCTGAT Primer rückwärts für bGH-poly-ASignal
487 CACTGCTTACTGGCTTATCG Primer vorwärts für CMV-Promotor
810 TTCAGTTAACAACTTCTTTACTTCTTGTGTCAACTGAGCATTAT Primer rückwärts für PFV env-ORF
826 GCCTTGTGGCCAGAGCTCAGAC Primer vorwärts für PFV env-ORF
2112 CCAAGTCTCCACCCCATTGACG Primer vorwärts für CMV-Promotor
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Nr. 5’ - 3’ Sequenz Bemerkung
Primer für PFV Gag
2071 GCGtccggaATATCCCCAGGAGCTCC Primer vorwärts für PFV gag-ORFmit 5’ Kpn2I Schnittstelle
2072 GCGgaattcATCTGATATGCTGAATAGGTATAAC
Primer rückwärts für PFV gag-ORF
mit 3’ EcoRI Schnittstelle
2073 GCGtccggaGCTATACTAGGAGGAAATATTGG
Primer vorwärts für PFV gag-ORF
mit 5’ Kpn2I Schnittstelle
2074 GCGgaattcAGGGTTGAGGAGTCACTGAAGC
Primer rückwärts für PFV gag-ORF
mit 3’ EcoRI Schnittstelle
2087 CATTAaggcctGCGGCGGCGGCTACAGCATTTAGATG
Primer rückwärts für PFV gag-ORF
führt Y464/A, E465/A, I466/A und L467/A
Mutationen ein
2088 GGCGGCGGCGGCGGCTACAGGAGCAGGAAGAATT
Primer rückwärts für PFV gag-ORF
führt P284/A, S285/A, P287/A und P288/A
Mutationen ein
2089 GCCGCCGCCGCCGCCATGATTCAGTATATACCAG
Primer vorwärts für PFV gag-ORF
führt P284/A, S285/A, P287/A und P288/A
Mutationen ein
2119 CCGGCGGCGGCGGCAGGTGGTACTGGTATATAC
Primer rückwärts für PFV gag-ORF
führt P298/A, P299/A, P300/A und I301/A
Mutationen ein
2120 CTGCCGCCGCCGCCGGCACGGTTATACCTATTC
Primer vorwärts für PFV gag-ORF
führt P298/A, P299/A, P300/A und I301/A
Mutationen ein
2155
GGGGGAGGAGGGGCGGAGGCGGTTACAG
GAGCAGGAAG
Primer rückwärts für PFV gag-ORF
führt As TASAPPPPYVG von RSV
p2b anstelle von PFV PSAPP Motiv
ein
2156 CCGCCCCTCCTCCCCCTTACGTGGGCATGATTCAGTATATACC
Primer vorwärts für PFV gag-ORF
führt As TASAPPPPYVG von RSV
p2b anstelle von PFV PSAPP Motiv
ein
2157 CGTACAGATCTGGGTACAGGTTCTGTACAGGAGCAGGAAGAATTTC
Primer rückwärts für PFV gag-ORF
führt As QNLYPDLSEIK von EIAV
p9 anstelle von PFV PSAPP Motiv
ein
2158 GTACCCAGATCTGTCCGAGATCAAGATGATTCAGTATATACC
Primer vorwärts für PFV gag-ORF
führt As QNLYPDLSEIK von EIAV
p9 anstelle von PFV PSAPP Motiv
ein
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Nr. 5’ - 3’ Sequenz Bemerkung
Primer für PFV Gag
2201 CAGCCCCACCAGAAGAGAGCTTCAGGTCTGGGATGATTCAGTATATACCAG
Primer vorwärts für PFV gag-ORF
führt As LQSRPEPTAPPEESFRSG
von HIV-1 p6 anstelle von PFV
PSAPP Motiv ein
2202 CTTCTGGTGGGGCTGTTGGCTCTGGTCTGCTCTGAAGTACAGGAGCAGGAAG
Primer rückwärts für PFV gag-ORF
führt As LQSRPEPTAPPEESFRSG
von HIV-1 p6 anstelle von PFV
PSAPP Motiv ein
Primer für reverse Transkription und Real-Time-PCR
2279 TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
Oligo (dT)30 Primer für cDNA
Synthese
2235 CAGTGCTTCAGCCGCTAC Real-Time-PCR Primer vorwärts füregfp-ORF (Klein et al. 2000)
2236 AAGAAGATGGTGCGCTCCTG Real-Time-PCR Primer rückwärts füregfp-ORF (Klein et al. 2000)
Primer für PFV Env
2271 GGTgaattcTACTGATTCCTCCTTCTCGTAGGAATC
Primer rückwärts für PFV env-ORF
führt K984/R, K985/R, K986/R Mutation
und 3’ EcoRI Schnittstelle ein
2272 GTAGGGGTCATTCTCTTGGTTATTCTTATATTTAGAATTG
Primer vorwärts für PFV env-ORF
führt K976/R Mutation ein
2273 AAGAGAATGACCCCTACTCCTATTAGGATAGGCCTTAAGTATC
Primer rückwärts für PFV env-ORF
führt K959/R Mutation ein
2283 GCCATGAATAGAGCGCATG Primer vorwärts für PFV env-ORFvon EM043 Mutante führt K3/R ein
2284 CATGCGCTCTATTCATGGC
Primer rückwärts für PFV env-ORF
von EM043 Mutante führt K3/R
Mutation ein
2285 GTACTTCTTCATTTTGAATGTCCAGTATAATTTGTTCGCGCTGCTGTTC
Primer rückwärts für PFV env-ORF
führt K38/R Mutation ein
2286 CATTCAAAATGAAGAAGTACAACCAACTAGGAGAGATCGCTTTAGATATCTG
Primer vorwärts für PFV env-ORF
führt K53/R Mutation ein
2306 AGCCGCAGCTGCTGCATTTTGAAGTGCCTCATG
Primer rückwärts für PFV env-ORF
führt T26/A, T27/A, T28/A, V29/A,
T30/A Mutationen ein
2307 GCAGCAGCTGCGGCTGAACAGCAGCGCGAAC
Primer vorwärts für PFV env-ORF
führt T26/A, T27/A, T28/A, V29/A,
T30/A Mutationen ein
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Nr. 5’ - 3’ Sequenz Bemerkung
Primer für PFV Env
2308 TGCGCGCGCCGCTGCAGTCACAGTTGTTGTATTTTG
Primer rückwärts für PFV env-ORF
führt E31/A, Q32/A, Q33/A, L34/R,
E35/A Mutationen ein
2309 GCAGCGGCGCGCGCACAAATTATACTGGACATTC
Primer vorwärts für PFV env-ORF
führt E31/A, Q32/A, Q33/A, L34/R,
E35/A Mutationen ein
2310 GGCCGCTGCAGCTGCTTCGCGCTGCTGTTCAGTC
Primer rückwärts für PFV env-ORF
führt Q36/A, I37/A, I38/A, L39/A, D40/A
Mutationen ein
2311 GCAGCTGCAGCGGCCATTCAAAATGAAGAAGTAC
Primer vorwärts für PFV env-ORF
führt Q36/A, I37/A, I38/A, L39/A, D40/A
Mutationen ein
2312 TGCTGCAGCTGCAGCGTCCAGTATAATTTGTTCG
Primer rückwärts für PFV env-ORF
führt I41/A, Q42/A, N43/A, E44/A, E45/A
Mutationen ein
2313 GCTGCAGCTGCAGCAGTACAACCAACTAGGAG
Primer vorwärts für PFV env-ORF
führt I41/A, Q42/A, N43/A, E44/A, E45/A
Mutationen ein
2314 CGCAGCTGCTGCTGCTTCTTCATTTTGAATGTC
Primer rückwärts für PFV env-ORF
führt V46/A, Q47/A, P48/A, T49/A,
R50/A Mutationen ein
2315 GCAGCAGCAGCTGCGAGAGATCGCTTTAGATATC
Primer vorwärts für PFV env-ORF
führt V46/A, Q47/A, P48/A, T49/A,
R50/A Mutationen ein
2316 TGCAGCGCGAGCTGCCCTAGTTGGTTGTACTTC
Primer rückwärts für PFV env-ORF
führt R51/A, D52/A, L53/R, F54/A,
R55/A Mutationen ein
2317 GCAGCTCGCGCTGCATATCTGCTTTATACTTGTTG
Primer vorwärts für PFV env-ORF
führt R51/A, D52/A, L53/R, F54/A,
R55/A Mutationen ein
2318 AGCAGCAGCCGCAGCTCTAAAGCGATCTCTCCTAG
Primer rückwärts für PFV env-ORF
führt Y56/A, L57/A, L58/A, Y59/A,
T60/A Mutationen ein
2319 GCTGCGGCTGCTGCTTGTTGTGCTACTAGCTCAAG
Primer vorwärts für PFV env-ORF
führt Y56/A, L57/A, L58/A, Y59/A,
T60/A Mutationen ein
2320 CGCTGCAGCCGCAGCTGTTGTATTTTGAAGTGCC
Primer rückwärts für PFV env-ORF
führt T28/A, V29/A, T30/A, E31/A,
Q32/A Mutationen ein
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Nr. 5’ - 3’ Sequenz Bemerkung
Primer für PFV Env
2321 GCTGCGGCTGCAGCGCAGCGCGAACAAATTATAC
Primer vorwärts für PFV env-ORF
führt T28/A, V29/A, T30/A, E31/A,
Q32/A Mutationen ein
2322 AGCTGCTGCGCGCGCCTGTTCAGTCACAGTTGTTG
Primer rückwärts für PFV env-ORF
führt Q33/A, L34/R, E35/A, Q36/A, I37/A
Mutationen ein
2323 GCGCGCGCAGCAGCTATACTGGACATTCAAAATG
Primer vorwärts für PFV env-ORF
führt Q33/A, L34/R, E35/A, Q36/A, I37/A
Mutationen ein
2324 TGCAGCGGCCGCTGCAATTTGTTCGCGCTGCTG
Primer rückwärts für PFV env-ORF
führt I38/A, L39/A, D40/A, I41/A, Q42/A
Mutationen ein
2325 GCAGCGGCCGCTGCAAATGAAGAAGTACAACCAAC
Primer vorwärts für PFV env-ORF
führt I38/A, L39/A, D40/A, I41/A, Q42/A
Mutationen ein
2326 TGCTGCTGCTGCAGCTTGAATGTCCAGTATAATTTG
Primer rückwärts für PFV env-ORF
führt N43/A, E44/A, E45/A, V46/A,
Q47/A Mutationen ein
2327 GCTGCAGCAGCAGCACCAACTAGGAGAGATCGC
Primer vorwärts für PFV env-ORF
führt N43/A, E44/A, E45/A, V46/A,
Q47/A Mutationen ein
2328 AGCTGCCGCAGCTGCTTGTACTTCTTCATTTTGAA
Primer rückwärts für PFV env-ORF
führt P48/A, T49/A, R50/A, R51/A,
D52/A Mutationen ein
2329 GCAGCTGCGGCAGCTCGCTTTAGATATCTGCTT
Primer vorwärts für PFV env-ORF
führt P48/A, T49/A, R50/A, R51/A,
D52/A Mutationen ein
2330 CGCAGCTGCAGCGCGATCTCTCCTAGTTGG
Primer rückwärts für PFV env-ORF
führt L53/R, F54/A, R55/A, Y56/A,
L57/A Mutationen ein
2331 CGCGCTGCAGCTGCGCTTTATACTTGTTGTGCTAC
Primer vorwärts für PFV env-ORF
führt L53/R, F54/A, R55/A, Y56/A,
L57/A Mutationen ein
2332 AGCAGCAGCAGCAGCCAGATATCTAAAGCGATCTC
Primer rückwärts für PFV env-ORF
führt L58/A, Y59/A, T60/A, C61/A,
C62/A Mutationen ein
2333 GCTGCTGCTGCTGCTGCTACTAGCTCAAGAGTAT
Primer vorwärts für PFV env-ORF
führt L58/A, Y59/A, T60/A, C61/A,
C62/A Mutationen ein
Material und Methoden
40
Nr. 5’ - 3’ Sequenz Bemerkung
Primer für PFV Env
2334 TGCTGCAGCTGCAGCTGCCTCATGCGCTCTATTC
Primer rückwärts für PFV env-ORF
führt L23/A, Q24/A, N25/A, T26/A,
T27/A Mutationen ein
2335 GCTGCAGCTGCAGCAACTGTGACTGAACAGC
Primer vorwärts für PFV env-ORF
führt L23/A, Q24/A, N25/A, T26/A,
T27/A Mutationen ein
2370 TTGTTCGCGCTGCTGTTC Primer rückwärts für PFV env-ORFführt L34/R Mutation ein
2371 GTACAACCAACTAGGAG Primer vorwärts für PFV env-ORF
2372 GAACAGCAGCGCGAACAAGCTATACTGG Primer vorwärts für PFV env-ORFführt L34/R und I37/A Mutationen ein
2373 GAACAGCAGCGCGAACAAATTGCACTGGAC
Primer vorwärts für PFV env-ORF
führt L34/R und I38/A Mutationen ein
2374 GAACAGCAGCGCGAACAAATTATAGCGGACATTC
Primer vorwärts für PFV env-ORF
führt L34/R und L39/A Mutationen ein
2375 GAACAGCAGCGCGAACAAATTATACTGGCCATTCAAAATG
Primer vorwärts für PFV env-ORF
führt L34/R und D40/A Mutationen ein
2376 GAACAGCAGCGCGAACAAATTATACTGGACGCTCAAAATG
Primer vorwärts für PFV env-ORF
führt L34/R und I41/A Mutationen ein
2377 CTCCTAGTTGGTTGTACTTCTTCATTTGCAATGTC
Primer rückwärts für PFV env-ORF
führt Q42/A Mutation ein
2378 CTCCTAGTTGGTTGTACTTCTTCAGCTTGAATG
Primer rückwärts für PFV env-ORF
führt N43/A Mutation ein
2379 CTCCTAGTTGGTTGTACTTCTGCATTTTG
Primer rückwärts für PFV env-ORF
führt E44/A Mutation ein
2380 CTCCTAGTTGGTTGTACTGCTTCATTTTG
Primer rückwärts für PFV env-ORF
führt E45/A Mutation ein
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2.1.4.3. Plasmide
Die in dieser Arbeit verwendeten oder neu konstruierten Vektoren und Plasmide
sind in Tab. 2-2 aufgeführt.
Tab. 2-2: Verwendete und neu konstruierte Vektoren und Plasmide
Plasmid Beschreibung
allgemeine verwendete Plasmide
pcDNA3.1 zeo+ Expressionsvektor mit SV40 ori, CMV-Promotor,
MCS, bGH-polyA-Signal, AmpR, ZeoR (Invitrogen)
pczDL001 replikations-defizienter proviraler PFV Vektor,
exprimiert Gag, Pol und Env von chimären CMV-FV-
LTR, mit EGFP-Neomycin (EGN) Kassette unter
Kontrolle des SFFV U3-Promotors (Pietschmann et al.
2000)
pczDWP001 basierend auf pczDL001 mit größtenteils deletierten
PFV env-ORF, alle Startkodone für die env Expression
im pol-env Überlappungsbereich sind mutiert, mit
EGN-Markergen Kassette unter Kontrolle des SFFV
U3-Promotors (Duda et al. 2004)
pczHFVEnv EM002 basierend auf pcDNA3.1zeo+ mit PFV Env Expres-
sionskassette ohne SD/SA unter Kontrolle des CMV-
Promotors (Lindemann and Rethwilm 1998)
pczHFVEnv EM140 basierend auf pczHFVEnv EM015 (Wildtyp PFV Env
Expressionskonstrukt (Duda et al. 2004)) mit
Substitution von As K14/R; K15/R; K18/R; K34/R und
K53/R im PFV Env (Stanke et al. 2005)
pcziGag2 Expressionsplasmid für PFV Gag unter Kontrolle des
CMV-Promotors, mit CMV Intron A zwischen
Promotor und gag-ORF (Heinkelein et al. 2002)
pcziPol CMV-Enhancer/Promotor betriebenes Expressions-
plasmid für PFV Pol-Protein, die foamyvirale 5’-
Spleißdonorsequenz wurde durch ein CMV Intron A für
die Bildung von gespleißten mRNAs ersetzt
(Heinkelein et al. 2002)
pDsRed2-N1 kommerzielles eukaryotisches Expressionsplasmid für
RFP (ClonTech #632406)
pEGFP-C1 kommerzielles eukaryotisches Expressionsplasmid für
EGFP (ClonTech #6084-1)
pMD9 PFV Vektor unter Kontrolle eines CMV-
Promotor/Enhancer mit EGFP Expressionskassette
unter Kontrolle des SFFV U3-Promotors (Heinkelein et
al. 2002)
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Plasmid Beschreibung
allgemeine verwendete Plasmide (Fortsetzung)
p6DAL1 lentiviraler Vektor mit deletiertem HIV-1 gag-, pol-
und env-ORF, mit EGFP Expressionskassette unter
Kontrolle des SFFV U3-Promotors (Lüftenegger,
unveröffentlicht)
Expressionsplasmide für L-Domän Mutanten
pcziPGL1 (L1) basierend auf pcziGag2, Substitution der As PSAPP283-
287 durch Alanine im Gag-Protein (Stange et al. 2005)
pcziPGL2 (L3) basierend auf pcziGag2, Substitution der As YEIL464-467
durch Alanine im Gag-Protein (Stange et al. 2005)
pcziPGL3 (L2) basierend auf pcziGag2, Substitution der As PPPI298-301
durch Alanine im Gag-Protein (Stange et al. 2005)
pcziPGL1/2 (L1/3) basierend auf pcziGag2, Substitution der As PSAPP283-
287 und YEIL464-467 durch Alanine im Gag-Protein
(Stange et al. 2005)
pcziPGL1/3 (L1/2) basierend auf pcziGag2, Substitution der As PSAPP283-
287 und PPPI298-301 durch Alanine im Gag-Protein
(Stange et al. 2005)
pcziPGL2/3 (L2/3) basierend auf pcziGag2, Substitution der As YEIL464-467
und PPPI298-301 durch Alanine im Gag-Protein (Stange
et al. 2005)
pcziPGL1/2/3 (L1/2/3) basierend auf pcziGag2, Substitution der As PSAPP283-
287, PPPI298-301 und YEIL464-467 durch Alanine im Gag-
Protein (Stange et al. 2005)
pczDL001-PGL1
(DL-L1)
basierend auf pczDL001, Substitution der As PSAPP283-
287 durch Alanine im Gag-Protein (Stange et al. 2005)
pczDL001-PGL2
(DL-L3)
basierend auf pczDL001, Substitution der As YEIL464-
467 durch Alanine im Gag-Protein (Stange et al. 2005)
pczDL001-PGL3
(DL-L2)
basierend auf pczDL001, Substitution der As PPPI298-
301 durch Alanine im Gag-Protein (Stange et al. 2005)
pczDL001-PGL1/2
(DL-L1/3)
basierend auf pczDL001, Substitution der As PSAPP283-
287 und YEIL464-467 durch Alanine im Gag-Protein
(Stange et al. 2005)
pczDL001-PGL1/3
(DL-L1/2)
basierend auf pczDL001, Substitution der As PSAPP283-
287 und PPPI298-301 durch Alanine im Gag-Protein
(Stange et al. 2005)
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Plasmid Beschreibung
Expressionsplasmide für L-Domän Mutanten (Fortsetzung)
pczDL001-PGL2/3
(DL-L2/3)
basierend auf pczDL001, Substitution der As YEIL464-
467 und PPPI298-301 durch Alanine im Gag-Protein
(Stange et al. 2005)
pczDL001-PGL1/2/3
(DL-L1/2/3)
basierend auf pczDL001, Substitution der As PSAPP283-
287, PPPI298-301 und YEIL464-467 durch Alanine im Gag-
Protein (Stange et al. 2005)
Expressionsplasmide für L-Domän Revertanten
pcziPG∆L1-EIAVp9
(∆L1-EIAV)
basierend auf pcziGag2, Substitution der As PSAPP283-
287 durch EIAVp9 As QNLYPDLSEIK im Gag-Protein
(Stange et al. 2005)
pcziPG∆L1-HIV1p6
(∆L1-HIV)
basierend auf pcziGag2, Substitution der As PSAPP283-
287 durch HIV-1p6 As LQSRPEPTAPPEESFRSG im
Gag-Protein (Stange et al. 2005)
pcziPG∆L1-RSVp2b
(∆L1-RSV)
basierend auf pcziGag2, Substitution der As PSAPP283-
287 durch RSVp2b As TASAPPPPYVG im Gag-Protein
(Stange et al. 2005)
pcziPG∆L3-EIAVp9
(∆L3-EIAV)
basierend auf pcziGag2, Substitution der As YEIL464-467
durch EIAVp9 As QNLYPDLSEIK im Gag-Protein
(Mannigel et al. 2007)
pcziPG∆L3-HIV1p6
(∆L3-HIV)
basierend auf pcziGag2, Substitution der As YEIL464-467
durch HIV-1p6 As LQSRPEPTAPPEESFRSG im Gag-
Protein (Mannigel et al. 2007)
pcziPG∆L3-RSVp2b
(∆L3-RSV)
basierend auf pcziGag2, Substitution der As YEIL464-467
durch RSVp2b As TASAPPPPYVG im Gag-Protein
(Mannigel et al. 2007)
Expressionsplasmide für PFV Gag Mutanten
pcziGag Y464A (Y464A) basierend auf pcziGag2, Substitution der As Y an
Position 464 durch Alanin im PFV Gag-Protein
(Mannigel et al. 2007)
pcziGag E465A (E465A) basierend auf pcziGag2, Substitution der As E an
Position 465 durch Alanin im PFV Gag-Protein
(Mannigel et al. 2007)
pcziGag I466A (I466A) basierend auf pcziGag2, Substitution der As I an
Position 466 durch Alanin im PFV Gag-Protein
(Mannigel et al. 2007)
pcziGag L467A (L467A) basierend auf pcziGag2, Substitution der As L an
Position 467 durch Alanin im PFV Gag-Protein
(Mannigel et al. 2007)
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Plasmid Beschreibung
Expressionsplasmide für PFV Gag Mutanten (Fortsetzung)
pcziGag G468A (G468A) basierend auf pcziGag2, Substitution der As G an
Position 468 durch Alanin im PFV Gag-Protein
(Mannigel et al. 2007)
pcziGag L469A (L469A) basierend auf pcziGag2, Substitution der As L an
Position 469 durch Alanin im PFV Gag-Protein
(Mannigel et al. 2007)
PFV Env C-terminale Deletionskonstrukte
pcHFE-1 (∆C981) basierend auf pczHFV Env EM002, Expression eines
C-terminal deletierten Env bis As 981 (Pietschmann et
al. 1999)
pcHFE-2 (∆C975) basierend auf pczHFV Env EM002, Expression eines
C-terminal deletierten Env bis As 975 (Pietschmann et
al. 1999)
pcHFE-3 (∆C937) basierend auf pczHFV Env EM002, Expression eines
C-terminal deletierten Env bis As 937 (Pietschmann et
al. 1999)
pcHFE-3Pi (∆C937Pi) basierend auf pcHFE-3, Expression eines chimären
Env-Proteins mit C-terminalen GPI-Anker der humanen
Alkalischen Phosphatase (Pietschmann et al. 1999)
pczHFVEnv EM031
(∆C960)
basierend auf pczHFV Env EM002, Expression eines
C-terminal deletierten Env bis As 960 (Pietschmann et
al. 2000)
pczHFVEnv EM160
(∆Ubi ∆C960)
basierend auf pczHFV Env EM140, Expression eines
C-terminal deletierten Env bis As 960 (diese Arbeit)
pczHFVEnv EM161
(∆Ubi ∆C981)
basierend auf pczHFV Env EM140, Expression eines
C-terminal deletierten Env bis As 981 (diese Arbeit)
pczHFVEnv EM162
(∆Ubi ∆C975)
basierend auf pczHFV Env EM140, Expression eines
C-terminal deletierten Env bis As 975 (diese Arbeit)
pczHFVEnv EM163
(∆Ubi ∆C937)
basierend auf pczHFV Env EM140, Expression eines
C-terminal deletierten Env bis As 937 (diese Arbeit)
pczHFVEnv EM164
(∆Ubi ∆C937Pi)
basierend auf pczHFV Env EM140, Expression eines
C-terminal deletierten chimären Env bis As 937 mit C-
terminalen GPI-Anker der humanen Alkalischen
Phosphatase (diese Arbeit)
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Plasmid Beschreibung
PFV Env C-terminale Mutationskonstrukte
pczHFVEnv EM167
(∆Ubi ∆ER)
basierend auf pczHFVEnv EM140 mit Mutation der
Lysine an As Position 984-986 zu Arginin (diese
Arbeit)
pczHFVEnv EM168
(∆Ubi ∆ER+)
basierend auf pczHFVEnv EM140 mit Mutation der
Lysine an As Position 959, 973 und 984-986 zu Arginin
(diese Arbeit)
pczHFVEnv EM225
(∆ER)
basierend auf pczHFVEnv EM002 mit Mutation der
Lysine an As Position 984-986 zu Arginin (diese
Arbeit)
pczHFVEnv EM226
(∆ER+)
basierend auf pczHFVEnv EM002 mit Mutation der
Lysine an As Position 959, 973 und 984-986 zu Arginin
(diese Arbeit)
PFV Env N-terminale Deletionskonstrukte
pczHFVEnv EM042
(∆N5)
basierend auf pczHFVEnv EM002, Deletion im Env
von As 2-4 (Lindemann et al. 2001)
pczHFVEnv EM043
(∆N15)
basierend auf pczHFVEnv EM002, Deletion im Env
von As 2-16 (Lindemann et al. 2001)
pczHFVEnv EM070
(∆N25)
basierend auf pczHFVEnv EM002, Deletion im Env
von As 2-25 (Lindemann et al. 2001)
pczHFVEnv EM071
(∆N40)
basierend auf pczHFVEnv EM002, Deletion im Env
von As 2-40 (Lindemann et al. 2001)
pczHFVEnv EM072
(∆N50)
basierend auf pczHFVEnv EM002, Deletion im Env
von As 2-50 (Lindemann et al. 2001)
pczHFVEnv EM169
(∆Ubi1 ∆N15)
basierend auf pczHFVEnv EM043 mit Mutation der
Lysine an As Positionen 19 und 38 zu Arginin
(entspricht 4. und 5. potentieller Ubiquitinylierungs-
stelle im PFV Env LP) (diese Arbeit)
pczHFVEnv EM170
(∆Ubi2 ∆N15)
basierend auf pczHFVEnv EM043 mit Mutation der
Lysine an As Positionen 3, 19 und 38 zu Arginin
(entspricht 3. bis 5. potentieller Ubiquitinylierungsstelle
im PFV Env LP) (diese Arbeit)
pczHFVEnv EM171
(∆Ubi ∆N25)
basierend auf pczHFVEnv EM070 mit Mutation der
Lysine an As Positionen 10 und 29 zu Arginin
(entspricht 4. und 5. potentieller Ubiquitinylierungs-
stelle im PFV Env LP) (diese Arbeit)
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Plasmid Beschreibung
Expressionsplasmide für PFV Env Alanin-Substitutionsmutanten
pczHFVEnv EM201
(A23-27)
basierend auf pczHFVEnv EM140, Substitution der As
LQNTT an Position 23 - 27 durch As AAAAA im PFV
Env (diese Arbeit)
pczHFVEnv EM202
(A26-30)
basierend auf pczHFVEnv EM140, Substitution der As
TTTVT an Position 26 - 30 durch As AAAAA im PFV
Env (diese Arbeit)
pczHFVEnv EM203
(A28-32)
basierend auf pczHFVEnv EM140, Substitution der As
TVTEQ an Position 28 - 32 durch As AAAAA im PFV
Env (diese Arbeit)
pczHFVEnv EM204
(A31-35)
basierend auf pczHFVEnv EM140, Substitution der As
EQQRE an Position 31 - 35 durch As AAARA im PFV
Env (diese Arbeit)
pczHFVEnv EM205
(A33-37)
basierend auf pczHFVEnv EM140, Substitution der As
QREQI an Position 33 - 37 durch As ARAAA im PFV
Env (diese Arbeit)
pczHFVEnv EM206
(A36-40)
basierend auf pczHFVEnv EM140, Substitution der As
QIILD an Position 36 - 40 durch As AAAAA im PFV
Env (diese Arbeit)
pczHFVEnv EM207
(A38-42)
basierend auf pczHFVEnv EM140, Substitution der As
ILDIQ an Position 38 - 42 durch As AAAAA im PFV
Env (diese Arbeit)
pczHFVEnv EM208
(A41-45)
basierend auf pczHFVEnv EM140, Substitution der As
IQNEE an Position 41 - 45 durch As AAAAA im PFV
Env (diese Arbeit)
pczHFVEnv EM209
(A43-47)
basierend auf pczHFVEnv EM140, Substitution der As
NEEVQ an Position 43 - 47 durch As AAAAA im PFV
Env (diese Arbeit)
pczHFVEnv EM210
(A46-50)
basierend auf pczHFVEnv EM140, Substitution der As
VQPTR an Position 46 - 50 durch As AAAAA im PFV
Env (diese Arbeit)
pczHFVEnv EM211
(A48-52)
basierend auf pczHFVEnv EM140, Substitution der As
PTRRD an Position 48 - 52 durch As AAAAA im PFV
Env (diese Arbeit)
pczHFVEnv EM212
(A51-55)
basierend auf pczHFVEnv EM140, Substitution der As
RDRFR an Position 51 - 55 durch As AARAA im PFV
Env (diese Arbeit)
pczHFVEnv EM213
(A53-57)
basierend auf pczHFVEnv EM140, Substitution der As
RFRYL an Position 53 - 57 durch As RAAAA im PFV
Env (diese Arbeit)
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Plasmid Beschreibung
Expressionsplasmide für PFV Env Alanin-Substitutionsmutanten (Fortsetzung)
pczHFVEnv EM214
(A56-60)
basierend auf pczHFVEnv EM140, Substitution der As
YLLYT an Position 56 - 60 durch As AAAAA im PFV
Env (diese Arbeit)
pczHFVEnv EM215
(A58-62)
basierend auf pczHFVEnv EM140, Substitution der As
LYTCC an Position 58 - 62 durch As AAAAA im PFV
Env (diese Arbeit)
pczHFVEnv EM216
(I38/A)
basierend auf pczHFVEnv EM140, Substitution der As
I an Position 37 durch Alanin im PFV Env (diese
Arbeit)
pczHFVEnv EM217
(I38/A)
basierend auf pczHFVEnv EM140, Substitution der As
I an Position 38 durch Alanin im PFV Env (diese
Arbeit)
pczHFVEnv EM218
(L39/A)
basierend auf pczHFVEnv EM140, Substitution der As
L an Position 39 durch Alanin im PFV Env (diese
Arbeit)
pczHFVEnv EM219
(D40/A)
basierend auf pczHFVEnv EM140, Substitution der As
D an Position 40 durch Alanin im PFV Env (diese
Arbeit)
pczHFVEnv EM220
(I41/A)
basierend auf pczHFVEnv EM140, Substitution der As
I an Position 41 durch Alanin im PFV Env (diese
Arbeit)
pczHFVEnv EM221
(Q42/A)
basierend auf pczHFVEnv EM140, Substitution der As
Q an Position 42 durch Alanin im PFV Env (diese
Arbeit)
pczHFVEnv EM222
(N43/A)
basierend auf pczHFVEnv EM140, Substitution der As
N an Position 43 durch Alanin im PFV Env (diese
Arbeit)
pczHFVEnv EM223
(E44/A)
basierend auf pczHFVEnv EM140, Substitution der As
E an Position 44 durch Alanin im PFV Env (diese
Arbeit)
pczHFVEnv EM224
(E45/A)
basierend auf pczHFVEnv EM140, Substitution der As
E an Position 45 durch Alanin im PFV Env (diese
Arbeit)
pczHFVEnv EM227
(A38-45)
basierend auf pczHFVEnv EM140, Substitution der As
ILDIQNEE an Position 38 - 45 durch Alanine im PFV
Env (diese Arbeit)
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Plasmid Beschreibung
Expressionsplasmide für zelluläre Proteine und dominant-negative Mutanten
von zellulären Proteinen
pDsRed Vps4B wt auf pDsRed2-C1 (Clontech) basierendes
Expressionsplasmid für Vps4B mit N-terminalen RFP-
Tag (von Schwedler et al. 2003)
pDsRed Vps4B K180Q basierend auf pDsRed Vps4B wt, Expressionsplasmid
für dominant-negative Form von Vps4B mit K180Q
Mutation (von Schwedler et al. 2003)
pDsRed Vps4B E235Q basierend auf pDsRed Vps4B wt, Expressionsplasmid
für dominant-negative Form von Vps4B mit E235Q
Mutation (von Schwedler et al. 2003)
pEGFP-PK-CHMP3
(1-150Flag) wt
Expressionsplasmid für dominant-negative, C-terminal
bis As 150 deletierte Form von CHMP3 fusioniert mit
EGFP-PK (Muziol et al. 2006)
pEGFP-PK-CHMP3
(1-150Flag) 3.6
basierend auf pEGFP-PK-CHMP3 (1-150Flag) wt mit
Mutationen im CHMP3 Y79R und A80E (Muziol et al.
2006)
pEGFP-PK-CHMP3
(1-150Flag) 3.24
basierend auf pEGFP-PK-CHMP3 (1-150Flag) wt mit
Mutationen im CHMP3 K54S, Q56N, V59E, V62D und
L63D (Muziol et al. 2006)
pEGFP-PK-CHMP3
(1-150Flag) 3.19
Expressionsplasmid für dominant-negative Form von
CHMP3, Doppelmutante aus pEGFP-PK-CHMP3 (1-
150Flag) 3.24 und 3.6 (Muziol et al. 2006)
pEGFP Vps4A wt auf pEGFP-C1 basierendes Expressionsplasmid für
Vps4A mit N-terminalen EGFP-Tag (Garrus et al.
2001)
pEGFP Vps4A K173Q basierend auf pEGFP Vps4A wt, Expressionsplasmid
für dominant-negative Form von Vps4A mit K173Q
Mutation (Garrus et al. 2001)
pEGFP Vps4A E228Q basierend auf pEGFP Vps4A wt, Expressionsplasmid
für dominant-negative Form von Vps4A mit E228Q
Mutation (Garrus et al. 2001)
TSG-F Expressionsplasmid für TSG101 mit N-terminalen HA-
Tag (Goila-Gaur et al. 2003)
TSG-5’ Expressionsplasmid für N-terminalen Anteil (5’) von
TSG101 mit N-terminalen HA-Tag (Goila-Gaur et al.
2003)
TSG-3’ Expressionsplasmid für C-terminalen Anteil (3’) von
TSG101 mit N-terminalen HA-Tag (Goila-Gaur et al.
2003)
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Plasmid Beschreibung
Expressionsplasmide für zelluläre Proteine und dominant-negative Mutanten
von zellulären Proteinen (Fortsetzung)
CHMP3-RFP Expressionsplasmid für dominant-negative Form von
CHMP-3 mit C-terminalen RFP-Tag (Strack et al.
2003)
YFP-AIP/ALIX Expressionsplasmid für dominant-negative Form von
AIP1/Alix mit YFP-Tag (Martin-Serrano et al. 2003)
2.1.5. Antibiotika
Stammlösung Arbeitskonzentration
Ampicillin 100 mg/ml 100 µg/ml
Kanamycin 20 mg/ml 20 µg/ml
Penicillin/Streptomycin (GIBCOTM) 10 mg/ml 10 µg/ml
2.1.6. Bakterien-Stämme
E.coli DH5a: F’ F80dlacZDM15 supE44 D(lacZYA-argF‘) U169 recA1
endA1 λ- gyrA96 thi-1 relA1 hsdR17 (rk- mk+); (Invitrogen)
E.coli JM109: e14- (McrA-) recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 (rk- mk-)
supE44 D Λ(lac-proAB)(F‘ traD36 proAB lacIq Z ΛM15)
relA1 (Stratagene)
TOP10 F': F-, mcrA, Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC), φ80dlacZΔM15, ΔlacX74,
d e o R recA1, araD139, Δ(ara , leu)7697, galU, galK ,
rpsL(StrR), endA1, nupG (Invitrogen)
2.1.7. Zelllinien
Zelllinie Charakteristika Referenz
293T humane embryonale Nierenepithelzellen,
beinhalten das große T-Antigen des SV40-
Virus (Ts)
ATCC# CRL-1573
(DuBridge et al. 1987)
HT1080 humane Zellen eines Fibrosarkoms ATCC# CCL-121
(Rasheed et al. 1974)
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2.1.8. Antiseren und andere Nachweisreagenzien
primäre Antikörper Verdünnung Hersteller/ Referenz
Kaninchen-anti-PFV Gag 011 1:1000 (Hahn et al. 1994)
Kaninchen-anti-PFV Gag 936 1:1000 (Mannigel et al.
2007)
Kaninchen-anti-MBP-PFV Env LP 1-86 1:200 bis 1:400 (Lindemann et al.
2001)
Maus-anti-PFV RT 15E10
(Hybridomaüberstand)
1:2 (Imrich et al. 2000)
Maus-anti-PFV IN 3E11
(Hybridomaüberstand)
1:2 (Imrich et al. 2000)
Maus-anti-PFV SU P3E10 1:25 (Duda et al. 2004)
Kaninchen-anti-Ubiquitin U-5379 1:1000 SIGMA
sekundäre Antikörper
Schwein-anti-Kaninchen, IgG HRP-
konjugiert
1:1000 Dako Cytomation
Ziege-anti-Maus, IgG HRP-konjugiert 1:1000 Dako Cytomation
2.2. Molekularbiologische Methoden
2.2.1. DNA-Klonierung
2.2.1.1. Polymerase-Kettenreaktion
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient zur Amplifizierung von DNA-
Fragmenten bestimmter Länge. Dazu wird die DNA während eines
Denaturierungsschrittes durch hohe Temperatur in zwei Einzelstränge getrennt. Im
folgenden Hybridisierungsschritt binden an die einzelsträngige DNA beidseitig der
Zielsequenz spezifische Oligonukleotide (Primer). Im anschließenden Elonga-
tionsschritt wird mit Hilfe einer thermostabilen DNA-Polymerase die DNA-Matrize
ausgehend von den gebundenen Primern verdoppelt. Durch Wiederholung dieses
Reaktionszyklus steigt die Menge an gewünschtem PCR-Produkt mit der Anzahl der
Zyklen exponentiell an.
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Durch die Wahl der Primer ist es möglich spezifische Mutationen und
Erkennungssequenzen für Restriktionsenzyme, die eine spätere Klonierung des
DNA-Fragmentes erleichtern, in die Zielsequenz einzubauen.
Für die Standard-PCR wurden in dieser Arbeit die Taq-Polymerase und die Pwo-
Polymerase eingesetzt. Die Pwo-Polymerase weist im Gegensatz zur Taq-
Polymerase eine niedrigere Synthesegeschwindigkeit auf, besitzt aber eine 3´-5´-
Korrekturlesefähigkeit. Eine Besonderheit der Taq-Polymerase hingegen ist, daß sie
an das 3´-Ende des PCR-Produktes ein überhängendes Adenosin anfügt, womit eine
Klonierung des PCR-Fragmentes in den pCR II-TOPO Vektor ermöglicht wird.
Eine besondere PCR Methode stellt die Overlap-PCR dar. Sie dient der Einführung
von gezielten Mutationen oder Deletionen, aber auch zur Insertion von kurzen DNA-
Sequenzen in die Zielsequenz. Dazu wird der zu mutierende Sequenzabschnitt in
zwei PCR-Reaktionen vervielfältigt, so daß sich die entstehenden Fragmente in
einem Bereich von ca. 18 bis 20 Nukleotiden überlappen. Durch Verwendung
homologer Primer können im Überlappungsbereich die von der Zielsequenz
abweichenden Nukleotide eingebaut werden. Nach Aufreinigung der PCR-
Fragmente werden sie 1:1 als Matrize in der Overlap-PCR eingesetzt und als
gesamtes mutagenes DNA-Fragment amplifiziert. In Tabelle Tab. 2-3 und Tab. 2-4
sind typische PCR-Reaktionsansätze mit Pwo- bzw. Taq-Polymerase beschrieben,
wie sie für die Amplifikation von DNA-Fragmenten für die weitere Klonierungen
verwendet wurden.
Tab. 2-3: PCR-Reaktionsansatz mit Pwo-Polymerase
Komponente Konzentration oder Menge
Matrize 200 ng
Primer vorwärts 100 pmol
Primer rückwärts 100 pmol
10x Pwo-Puffer komplett 1 x
dNTP-Mix (10mM, MBI-
Fermentas)
0,2 mM
Pwo-Polymerase 2 Unit (u)
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Tab. 2-4: PCR-Reaktionsansatz mit Taq-Polymerase
Komponente Konzentration oder Menge
Matrize 200 ng
Primer vorwärts 100 pmol
Primer rückwärts 100 pmol
10x Taq-Puffer (MgCl2-frei) 1 x
MgCl2 (25 mM) 2,5 mM
dNTP-Mix (10mM) 0,2 mM
Taq-Polymerase 2,5 u
Nach Zugabe der DNA-Polymerase wurde der PCR-Ansatz mit dH2O auf 50 µl
aufgefüllt und die PCR-Reaktion nach den in Tab. 2-5 angegebenen Bedingungen
gestartet.
Tab. 2-5: Bedingungen für die PCR-Reaktion
Temperatur Zeit Anzahl der
Zyklen
Denaturierungsschritt 95 °C 5 min 1
Denaturierungsschritt 95 °C 30 sek
Hybridisierungsschritt Ta* 45 sek 25
Elongationsschritt 72 °C 1 min/kb
Elongationsschritt 72 °C 7 min 1
* Die Primerhybridisierungs-Temperatur (Ta) in °C wurde mit folgender Formel
berechnet: Ta = (2°C x Anzahl A/T) + (4°C x Anzahl G/C) – 5°C
2.2.1.2. Restriktionsverdau von DNA
Restriktionsenzyme sind Endonukleasen vom Typ II, die doppelsträngige DNA
sequenzspezifisch schneiden. Sie erkennen dabei meist palindromische Sequenzen,
welche aus 4 bis 8 Basenpaaren bestehen. Die Hydrolyse der Phosphodiesterbindung
zwischen den Nukleotiden kann symmetrisch (glatte Enden) oder um mehrere
Nukleotide versetzt (überhängende Enden) erfolgen.
Eingesetzt werden Restriktionsenzyme qualitativ zur analytischen Spaltung von
bereits klonierter DNA oder präparativ für weitere Klonierungsschritte. Typische
Ansätze für diese Restriktionsverdaue sind in Tab. 2-6 aufgeführt. Höchste Aktivität
zeigt das Enzym dabei nur in seinem optimalen Puffersystem und bei optimaler
Temperatur (vom Hersteller angegeben).
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Tab. 2-6: Restriktionsverdau-Ansätze für qualitative bzw. quantitative DNA-
Verdaue
RestriktionsverdauKomponente
qualitativ quantitativ
DNA 0,5 – 1 µg 5 – 10 µg
10x Reaktionspuffer 1x 1x
Restriktionsenzym 2 – 5 u 10 – 20 u
Gesamtvolumen 10 µl 30 – 60 µl
Bei Verwendung von zwei Enzymen wurde ein Reaktionspuffer gewählt, in dem
beide Enzyme mindestens 50% Aktivität besitzen. Wurde kein gemeinsamer Puffer
gefunden, erfolge die Spaltung nacheinander, wobei das Volumen des Ansatzes
verdoppelt oder ein Aufreinigungsschritt mit dem Geneclean III Kit (QBiogene)
durchgeführt wurde.
Die Restriktionsspaltungen erfolgen für analytische Zwecke für 2 Stunden, für
präparative Verdaue zwischen 2 Stunden bis ü. N. bei der vom Hersteller ange-
gebenen Temperatur.
2.2.1.3. Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten
Um die Religation von größeren DNA-Fragmenten (insbesondere linearisierter
Vektor-DNA) nach dem Restriktionsverdau zu verhindern, wird das 5’-Ende des
DNA-Fragmentes durch Zugabe des Enzyms Alkalische Kälberdarmphosphatase
(CIAP, engl. „calf intestine alkaline phophatase“) dephosphoryliert. Diese
Phosphatase besitzt in den verwendeten Puffersystemen maximale Aktivität. Es
wurden 10 u CIAP direkt zum Restriktionsverdau-Ansatz zugegeben und für 1
Stunde bei 37°C inkubiert.
2.2.1.4. Ligation von DNA-Fragmenten
DNA-Ligasen verknüpfen ATP-abhängig 3´-Hydroxylgruppen mit 5´-Phosphat-
gruppen eines DNA-Fragmentes über eine Phosphodiesterbindung. Die DNA-
Fragmente müssen dazu komplementär überhängende bzw. glatte Enden aufweisen.
Für den Ligationsansatz wird die T4-DNA-Ligase von MBI Fermentas verwendet
(1 u/µl). Vektor und Insert werden im Verhältnis 1:3 gemischt und der Ansatz mit
Ligationspuffer und 1 µl (5 WU) T4-Ligase versehen.
Material und Methoden
54
Eine Weiss-Unit (WU) entspricht 200 Kohäsive-Enden-Ligationseinheiten. Eine
Kohäsive-Enden-Ligationseinheit ist die Menge Enzym, die zur 50%igen Ligation
von HindIII verdauten λ-DNA-Fragmenten unter standardisierten Bedingungen
benötigt wird (30 min bei 16°C, Konzentration der 5’-Enden von 0,12 mM,
Ansatzvolumen von 20 ml). Die Inkubation erfolgt entweder für 3 Stunden bei
Raumtemperatur oder ü. N. im 14°C Wasserbad.
2.2.1.5. Transformation von DNA in Bakterien
In dieser Arbeit wurden chemisch kompetente E. coli-Stämme verwendet, die
Plasmid DNA mit Hilfe eines Hitzeschocks aufnehmen konnten. Für die Herstellung
wird eine Vorkultur mit einem Volumen von 5 ml mit einer Einzelkolonie beimpft
und ü. N. bei 37°C geschüttelt. Am Folgetag wird die Hauptkultur beimpft, indem
man 1 ml der Vorkultur in 100 ml vorbereitetes Nährmedium gibt. Die Hauptkultur
wird bis zu einer OD600 von 0,2 bis 0,3 bei 37°C inkubiert und anschließend 30 min
auf Eis abgekühlt. Alle folgenden Schritte werden auf Eis durchgeführt. Die Kultur
wird auf 50 ml Falcon-Röhrchen verteilt und für 10 min bei 2.500 rpm und 4°C
zentrifugiert. Das Pellet wird in 20 ml TJB1-Puffer resuspendiert, die Inhalte zweier
Falcon-Röhrchen vereinigt und für 10 min bei 3.500 rpm und 4°C zentrifugiert. Das
erhaltene Pellet wird in 4 ml TJB2-Puffer resuspendiert und für 15 min auf Eis
gekühlt. Danach wird die Zellsuspension in Eppendorfgefäße auf Trockeneis
(überschüttet mit absolutem Ethanol) aliquotiert und bei –80°C eingefroren.
Die Bakterien werden kurz vor der Transformation auf Eis getaut. Der Ligations-
ansatz (10-20 µl) wird zu 100 µl Bakteriensuspension gegeben, vorsichtig gemischt
und für 30 min auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock erfolgt anschließend bei 42°C für
2 min. Der Ansatz wird auf Eis abgekühlt und mit 350 µl SOC-Medium vermischt.
Nach 1 Stunde Inkubation bei 37°C im Schüttelwasserbad werden die Zellen auf
Selektionsmedium mit dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert und ü. N. bei
37°C im Brutschrank inkubiert.
Präparierte Plasmid-DNA kann mittels einer Quicktransformation (Pope and Kent
1996) in Bakterien gebracht werden. Dazu wird 0,5 - 1 µg Plasmid-DNA mit 50 µl
Bakteriensuspension vermischt und für 5 min auf Eis inkubiert. Anschließend wird
der Ansatz auf eine auf 37°C vorgewärmte LB-Platte mit dem entsprechenden Anti-
biotikum ausplattiert.
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TJB1-Puffer
30 mM KAc
100 mM RbCl
10 mM CaCl2 x 2 H2O
50 mM MnCl2 x 4 H2O
15 % Glyzerol
Der pH-Wert 5,8 wird mit 10 % Essigsäure eingestellt. Anschließend wird die
Lösung durch einen 0,45 µm Filter sterilfiltriert.
TJB2-Puffer
10 mM MOPS oder MOPS-Na-Salz
75 mM CaCl2 x 2 H2O
10 mM RbCl
15 % Glyzerol
Der pH-Wert 6,5 wird mit HCl oder NaOH eingestellt. Anschließend wird die
Lösung durch einen 0,45 µm Filter sterilfiltriert.
SOC-Medium
2 % Bacto trypton
0,5 % Bacto yeast extract
10 mM NaCl
2,5 mM KCl
10 mM MgCl2 x 6 H2O
10 mM MgSO4 x 7 H2O
20 mM Glukose
Die Lösung wird durch einen 0,45 µm Filter sterilfiltriert.
2.2.1.6. Klonierung mit Hilfe des „TOPO-TA-Cloning Kit“
Der TOPO-TA-Klonierungs Kit dient zur schnellen Klonierung von mit Taq-
Polymerase amplifizierten PCR-Fragmenten in einen Vektor, ohne daß spezifische
Sequenzen an den Enden des PCR-Fragmentes vorhanden sein müssen. Die Taq-
Polymerase besitzt eine terminale Transferase Aktivität, wodurch Matrizenun-
abhängig an das 3´-Ende der PCR-Produkte einzelne Desoxyadenosine angehängt
werden. Der pCR® II-TOPO ®Vektor liegt linearisiert vor und besitzt am 3´-Ende
überhängende Thymidinreste. Über diese kurze Überlappung kann das PCR-
Fragment mit dem Vektor effizient ligiert werden.
Wichtig kann eine Klonierung des PCR-Fragmentes in den pCR® II-TOPO
®Vektor vor allem dann sein, wenn bei der PCR-Reaktion nur sehr wenig Produkt
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entsteht. Das inserierte DNA-Fragment kann über im pCR® II-TOPO ®Vektor
vorhandene Restriktionsschnittstellen leicht wieder herausgeschnitten und für
weitere Klonierungen verwendet werden.
Das PCR-Fragment wird kurz vor der Klonierung mit Taq-Polymerase
amplifiziert und über ein präparatives Agarosegel (siehe 2.2.4.2) aufgereinigt. Es
werden 0,5 bis 4,5 µl PCR-Produkt mit 0,5 µl pCR® II-TOPO ®Vektor gemischt.
Nach 5 minütiger Inkubation bei Raumtemperatur werden 1 µl Salt Solution
zugegeben und der Ansatz weitere 5 min inkubiert. Anschließend erfolgt die
Transformation des Ligationsansatzes in TOP10 F´-Zellen nach Protokoll (siehe
2.2.1.5).
Die Selektion von Transformanden erfolgt mittels Blau-Weiß-Selektion durch
Zugabe von 40 µl X-Gal (40 mg/ml) und 40 µl IPTG (100 mM) zum Selektions-
medium. Die weißen Kolonien enthalten das gewünschte PCR-Fragment.
2.2.2. Anzucht von Bakterien
Die E. coli Stämme (siehe 2.1.6) werden in LB-Medium (Luria-Bertani Medium
Sambrook et al. 1989) ü. N. bei 37°C herangezogen. Die Selektion von
Transformanden erfolgt, je nach durch das Plasmid eingebrachter Resistenz, unter
Verwendung der Antibiotika Ampicillin oder Kanamycin, die in einer End-
konzentration, wie unter 2.1.5 angegeben, eingesetzt werden.
1x Luria-Bertani (LB)-Medium (flüssig)
(Sambrook et al. 1989)
20 % LB Broth Base (Invitrogen, Kat.Nr. 12780-029)
Das Medium wird als 5x Stock hergestellt, autoklaviert und vor Gebrauch mit
autoklavierten dH2O auf 1x LB-Medium verdünnt.
Luria-Bertani (LB)-Medium (fest)
(Sambrook et al. 1989)
2 % Difco LB Agar (Becton & Dickinson, Kat. Nr. 244520)
Das Medium wird autoklaviert und auf 50°C abgekühlt. Anschließend wird
das Antibiotikum zugegeben und die Platten gegossen.
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2.2.3. Plasmidextraktion aus E. coli mittels alkalischer Lyse
2.2.3.1. Plasmid-Minipräparation
Eine Einzelkolonie des E.coli-Stammes wird ü. N. in 2 ml LB-Medium mit
entsprechenden Antibiotikum auf dem Schüttler bei 37°C angezogen. 1,5 ml der ü.
N. Kultur werden durch Zentrifugation bei 8000 rpm für 5 min geerntet. Der
Überstand wird verworfen und das Pellet in 100 µl Lösung I und 10 µl RNaseA-
Lösung resuspendiert. Nach 5 minütiger Inkubation auf Eis erfolgt die Zugabe von
100 µl Lösung II. Nach vorsichtigem Schwenken wird die Zellsuspension erneut 5
min auf Eis inkubiert. Anschließend werden 200 µl Lösung III zugegeben. Durch
weitere 5 min Inkubation auf Eis und einem abschließenden Zentrifugationsschritt
von 15 min bei 13000 rpm werden Zellreste und Proteine in der Suspension gefällt.
400 µl Überstand werden zu 250 µl Isopropanol gegeben. Nach kurzem Vortexen,
werden die Nukleinsäuren durch Zentrifugation für 15 min bei 13000 rpm pelletiert.
Der Überstand wird verworfen, das Pellet kurz mit 70%igem Ethanol gewaschen und
anschließend getrocknet. Die DNA wird in 50 µl dH2O gelöst.
Plasmidpräparations-Lösung I
50 mM Glucose
25 mM Tris/HCl; pH 8
10 mM Na2EDTA; pH 8
Vor Gebrauch werden 5 mg/ml Lysozym zugegeben.
Plasmidpräparations-Lösung II
1% SDS
200 mM NaOH
Plasmidpräparations-Lösung III
3 M KAc
Der pH-Wert mit konzentrierter Essigsäure auf pH 4,8 eingestellt.
TE-Puffer
10 mM Tris/HCl; pH 8
1 mM Na2EDTA; pH 8
RNaseA-Lösung
c = 2 mg/ml in TE-Puffer gelöst
Pulver in 0,01 M NaAc (pH 5,2) lösen (c = 10 mg/ml), 15 min bei 100°C
erhitzen und langsam auf RT abgekühlten, Zugabe von 0,1 Volumen 1 M
Tris/HCl (pH 7,4) und mit TE-Puffer auf c = 2 mg/ml einstellen. Aliquots bei
-20°C lagern.
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2.2.3.2. Plasmid-Midipräparation
Für die Gewinnung von größeren Mengen spezifischer Plasmid-DNA mit einer
hohen Reinheit wurde die Plasmid-Midipräparation durchgeführt. Mit dieser
Methode gewonnene Plasmid-DNA wurde für Transfektionen, Sequenzierungen oder
nachfolgende Klonierungen eingesetzt.
100 ml LB-Flüssigmedium mit dem entsprechenden Antibiotikum werden mit
einer Einzelkolonie des E. coli-Stammes beimpft und ü. N. bei 37°C auf dem
Schüttler inkubiert. Am Folgetag wird die Bakterienkultur bei 5000 rpm 5 min
zentrifugiert und das gewonnene Zellpellet in 5 ml Lösung I und 100 µl RNaseA-
Lösung resuspendiert und 5 min auf Eis inkubiert. Im nächsten Schritt erfolgt die
Zugabe von 5 ml Lösung II. Der Ansatz wird vorsichtig gemischt und erneut 5 min
auf Eis inkubiert. Danach werden 10 ml Lösung III hinzugefügt, wiederum
vorsichtig gemischt und 5 min auf Eis inkubiert. Anschließend werden die
Zelltrümmer durch Zentrifugation bei 17.000 rpm für 10 min und 4°C pelletiert. Der
plasmidhaltige Überstand wird über eine mit Mull gestopfte Spitze von den
restlichen Zelltrümmern getrennt und in ein neues Zentrifugen-Röhrchen überführt.
Dazu werden 12 ml Isopropanol gegeben, der Ansatz durch Vortexen gut gemischt
und die DNA durch erneute Zentrifugation bei 17.000 rpm für 15 min präzipitiert.
Das gewonnene DNA-Pellet wird mit 70 % Ethanol gewaschen, anschließend
getrocknet und in 1 ml TE-Puffer aufgenommen. Dazu werden 12 µl RNaseA-
Lösung gegeben und die RNA für 1 h bei 37°C verdaut.
Danach erfolgt eine Phenol-Chloroform-Extraktion bei neutralen pH-Wert, die zur
Entfernung von Proteinen aus der wäßrigen DNA-Lösung dient. Dabei sammeln sich
die Proteine in der organischen unteren Phase und der mittleren Interphase, wogegen
die DNA in der oberen wäßrigen Phase verbleibt. Zur DNA-Lösung wird zuerst 1
Volumen Phenol, anschließend 1 Volumen Phenol/Chloroform und zuletzt 1
Volumen Chloroform/Isoamylalkohol gegeben. Nach jeder Zugabe der einzelnen
Lösungen wird der Ansatz auf dem Vortexer gemischt, für 5 min bei 13.000 rpm
zentrifugiert und die obere wäßrige Phase in ein neues Eppendorfgefäß überführt.
Um die DNA anschließend zu präzipitieren, wird zur letzten oberen wäßrigen
Phase 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat, pH 5,2 und 0,6 Volumen Isopropanol
gegeben. Der Ansatz wird durch vortexen gut gemischt und anschließend für 15 min
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bei 13.000 rpm zentrifugiert. Das DNA-Pellet wird mit 70 % Ethanol gewaschen und
nach dem Trocknen in 200 µl TE-Puffer aufgenommen. Die Plasmid-DNA wird ü.
N. bei 4°C bis zur Bestimmung der DNA-Konzentration am Folgetag gelagert.
Die DNA-Konzentration einer wäßrigen DNA-Lösung wird bei einer Wellenlänge
von 260 nm im Photometer gemessen. Dabei entspricht 1 OD 50 µg/ml dsDNA. Für
die Bestimmung des Reinheitsgrades wird der Quotient aus OD260 und OD280
berechnet. Werte kleiner als 1,8 und größer als 2,0 deuten auf Verunreinigungen mit
Proteinen bzw. Phenol hin.
Die längere Lagerung der DNA erfolgt bei –20°C.
2.2.4. DNA-Analyse
2.2.4.1. Agarose-Gelelektrophorese
Die Agarose-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von DNA-Fragmenten
nach ihrer Größe. Dabei können je nach Agarose-Konzentration 0,1 bis 60 kb
getrennt werden. Hohe Agarose-Konzentrationen werden zu Auftrennung sehr
kleiner Fragmente und niedrige Konzentrationen zu Separierung von sehr großer und
zirkulärer DNA verwendet. Dazu werden 0,6 bis 2 % (w/v) Agarose eingewogen, mit
1x TAE-Puffer aufgefüllt und in der Mirkowelle gekocht. Nach Abkühlen der
Lösung auf ca. 60°C wird Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 0,2 µg/ml
hinzugefügt und die Agarose-Lösung in die vorbereitete Gelkammer gefüllt.
Die DNA-Proben werden mit 1x Probenpuffer versehen und in die Geltaschen
geladen. Die Gelelektrophorese wird in horizontalen Flachbettgelapparaturen
durchgeführt. Das Gel wird mit 1x TAE überschichtet und eine Spannung zwischen
20 und 100 V angelegt. Da die DNA negativ geladen ist, erfolgt die Auftrennung
nach Kettenlänge und Konformation von Anode zur Kathode. Mit Hilfe des inter-
kalierenden Ethidiumbromides kann die DNA unter UV-Licht sichtbar gemacht
werden.
1x Tris-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer
40 mM Tris-Base
1 mM Na2EDTA; pH 8
20 mM Essigsäure
Vor Gebrauch wird die 50x Stocklösung auf 1x mit dH2O verdünnt.
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10x Probenpuffer
0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylene Cyanol
100 mM Tris/HCl; pH 8
50 mM Na2EDTA; pH 8
60 % Glycerol
2.2.4.2. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
Um DNA-Fragmente aus einem Agarosegel zu isolieren, kann man die DNA
unter schwachem UV-Licht sichtbar machen und das gewünschte Fragment
ausschneiden. Mit Hilfe des „Nucleo Spin Extract Kit“ bzw. dem „Geneclean III
Kit“ kann die DNA aus der Agarose nach dem Protokoll des Herstellers isoliert
werden. Die aufgereinigten DNA-Fragmente werden in dH2O gelöst.
2.2.4.3. DNA-Sequenzierung
Die Überprüfung von Klonierungsprodukten in Plasmiden erfolgte mittels
Sequenzierung nach der Kettenabbruchmethode von (Sanger et al. 1977). Dazu wird
die Sequenzier-PCR (siehe Tab. 2-7 und Tab. 2-8) mit einem Primer und mit dem
ABI Prism Big Dye Kit durchgeführt. In diesem Kit sind die vier ddNTP´s mit vier
unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert, die automatisch in einem Platten-
sequenzierer bzw. Kapillarsequenzierer erkannt werden.
Tab. 2-7: Reaktionsansatz der DNA-Sequenzierung
Komponente Plasmid-Mini-DNA Plasmid-Midi-DNA
DNA 2,5 µl 0,5 - 1 µg
Primer (10 pmol) 1 µl 1 µl
Big Dye Mix 2 µl 2 µl
ddH2O 4,5 µl 6,5 µl
Tab. 2-8: Bedingungen der DNA-Sequenzierreaktion
Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen
Denaturierungsschritt 95°C 2 min 1
Denaturierungsschritt 95°C 10 sek
Hybridisierungsschritt 50°C 5 sek 25
Elongationsschritt 72°C 4 min
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Die Aufreinigung der Reaktionsansätze erfolgt mit der „MultiScreen 96-Well
Filtration Plate“ von Millipore nach Angaben des Herstellers. Der aufgereinigte
Reaktionsansatz wird in ein Eppendorfgefäß überführt, in der Speed-Vac
eingetrocknet und anschließend sequenziert.
2.3. Zellbiologische Methoden
2.3.1. Kultivierung eukaryotischer Zellen
Die eukaryotischen Zelllinien werden in Zellkulturflaschen mit D-MEM
(komplett) im Brutschrank bei 37°C, 5% CO2-Gehalt und max. Luftfeuchte
kultiviert. Bilden die Zellen einen konfluenten Monolayer müssen sie gesplittet, d.h.
verdünnt werden. Dazu entfernt man das alte Medium von der Kultur und wäscht
einmal mit 1x PBS. Durch Zugabe von Trypsin-EDTA und Inkubation bei 37°C im
Brutschrank werden die Zellen von der Oberfläche abgelöst. Die Zellen
resuspendiert man mit frischem Medium, wodurch die Trypsin-Reaktion gestoppt
wird. Anschließend überführt man die gewünschte Menge (1/2 bis 1/20) an
Zellmedium in eine neue Flasche und gibt eine entsprechende Menge an neuem
Medium, je nach Größe der Zellkulturflasche, hinzu.
Zum Einsäen von Zellen für Transfektions- und Infektionsexperimente müssen
diese ausgezählt werden. Dazu mischt man 10 µl Zellsuspension und 10 µl
Trypanblau und überführt davon 10 µl in eine Neubauer-Zählkammer. Es werden 2
große Quadrate der Kammer ausgezählt. Die gezählte Zellzahl beider großen
Quadrate mal 1x104 ergibt die Gesamtzellzahl pro ml in der Suspension. Die
gewünschte Zellmenge wird in ein neues Kulturgefäß überführt und mit frischem
Medium aufgefüllt.
D-MEM (ohne)
Dulbecco’s Modified Eagle Medium mit GlutaMAX I
Natriumpyruvat, Pyridoxin, 4500 mg/l D-Glucose von GIBCO™ (Invitrogen
GmbH, Kat.Nr. 31966-021)
D-MEM (komplett)
D-MEM (ohne)
Fötales Rinderserum von GIBCO™ (cend = 10%)
Penicillin-Streptomycin-Lösung von GIBCO™ (cend = 0,1% = 10 µg/ml)
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1x Trypsin-EDTA
0,5 g/l Trypsin und 0,2 g/l EDTA in modifizierter Puck’s Salzlösung A ohne
Ca2+ und Mg2+ , mit Phenolrot von GIBCO™ (Kat.Nr. 25300-054)
1x PBS
phosphatgepufferte Kochsalzlösung, pH 7,2; ohne CaCl2 und MgCl2 von
GIBCO™ (Kat.Nr. 10010-015)
2.3.1.1. Einfrieren und Auftauen von Zellen
Zum Einfrieren von Zellen wird eine konfluente Zellkultur mit Trypsin-EDTA
trypsiniert und die Zellen, resuspendiert in frischem Medium, in ein Falcon-
Röhrchen überführt. Die Zellen werden durch Zentrifugation für 5 min bei 1200 rpm
pelletiert. Anschließend wird der Überstand verworfen, das Zellpellet sehr schnell in
der erforderlichen Menge Einfriermedium resuspendiert und in 1 ml Aliquots in
Cryoröhrchen überführt. Die Zellen können so für kürzere Zeit bei –80°C bzw. für
eine längerfristige Lagerung in flüssigem Stickstoff bei –196°C eingefroren werden.
Zum Auftauen von Zellen werden diese kurz bei 37°C inkubiert und anschließend
in ein Falcon-Röhrchen überführt, mit frischem Medium versetzt und für 5 min bei
1200 rpm pelletiert. Der Überstand wird entfernt und die Zellen in frischem Medium
resuspendiert. Schließlich wird die Zellsuspension in eine neue Zellkulturflasche
überführt und 24 Stunden im Brutschrank inkubiert. Anschließend werden die Zellen
normal weiter gesplittet.
Einfriermedium
10% DMSO in FCS
2.3.2. Transfektion eukaryotischer Zellen
Durch eine Transfektion kann Plasmid-DNA in eukaryotische Zellen überführt
werden, um eine transiente oder stabile Genexpression in den Zielzellen zu
erreichen. In dieser Arbeit wurden drei Transfektionsmethoden verwendet. Die
Kalziumphosphat-Methode zur Transfektion von 293T-Zellen für Elektronen-
mikroskopie, die Polyfect- und PEI-Transfektion zur Produktion von Virus- und
SVP-haltigem Überstand.
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2.3.2.1. Transfektion von 293T-Zellen mittels Kalziumphosphatmethode
Bei dieser Transfektionsmethode wird die DNA in Form von feinkörnigen
Kalziumphosphat-DNA-Präzipitaten auf die Zellen gebracht und von diesen durch
Endozytose aufgenommen.
Am Tag vor der Transfektion werden 2x106 293T-Zellen in einem Gesamt-
volumen von 5 ml in 6 cm Schalen eingesät und ü. N. im Brutschrank inkubiert. Es
wird ausschließlich DMEM (komplett) verwendet. Am Folgetag entfernt man je 1 ml
Zellkulturmedium von jeder Schale. Anschließend wird der Transfektionsansatz, wie
in Tab. 2-9 angegeben, angesetzt.
Tab. 2-9: Transfektionsansatz für die Kalziumphosphat-Methode
Komponente Menge
dH2O 423 µl
2 M CaCl2 62 µl
Plasmid-DNA 15 µl
Zum Transfektionsansatz werden zügig 500 µl 2x HBS zugegeben, der Ansatz gut
gemischt und vorsichtig auf die Zellen getropft. Nach 7 h Inkubation im Brutschrank
wird ein Mediumwechsel durchgeführt und 4 ml frisches Medium (komplett)
zugegeben.
2x HBS
50 mM HEPES
10 mM KCl
12 mM Dextrose x H2O (Glukose Monophosphat)
280 mM NaCl
1,5 mM Na2HPO4 x 2 H2O
Es werden Lösungen mit den pH-Werten 7,0, 7,05 und 7,1 hergestellt. Die
pH-Werte werden mit konz. HCl eingestellt. Die Lösungen werden durch
einen 0,45 µm Filter sterilfiltriert und in einer Transfektion hinsichtlich ihrer
Transfektionseffizienz getestet.
2M CaCl2
2 M CaCl2
Die Lösung wird durch einen 0,45 µm Filter sterilfiltriert.
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2.3.2.2. Transfektion von 293T-Zellen mit Polyfect
Polyfect ist ein nicht-liposomales Makromolekül, das mit Plasmid-DNA
Komplexe bildet und so in die Zelle, wahrscheinlich durch Endozytose,
aufgenommen wird. Diese Transfektionsmethode dient zur Produktion hoher
Foamyvirus Titer in 293T-Zellen. Das Transfektionsreagenz wirkt nicht toxisch und
muß somit nach der Transfektion nicht abgenommen werden.
Am Tag vor der Transfektion werden 1,6x106 293T-Zellen in 6 cm Schalen in
einem Gesamtvolumen von 5 ml DMEM (komplett) ausgesät und ü. N. im
Brutschrank inkubiert. Am Folgetag wird vor der Transfektion das alte Medium
durch 4 ml frisches, vorgewärmtes DMEM (komplett) ersetzt. Insgesamt 6 µg
Plasmid-DNA werden mit 114 µl DMEM (ohne FCS, ohne Antibiotika) und 30 µl
Polyfect gemischt. Nach 15 minütiger Inkubation bei Raumtemperatur erfolgt die
Zugabe von 1 ml frischem DMEM (komplett). Der Ansatz wird kurz gemischt und
tropfenweise auf die Zellen gegeben. Die Zellen werden ü. N. im Brutschrank
inkubiert.
2.3.2.3. Transfektion von 293T-Zellen mittels Polyethylenimin (PEI)
PEI ist ein kationisches Polymer, das Nukleinsäure-bindende und
–kondensierende Eigenschaften besitzt. Verschiedene Zellarten nehmen die
Komplexe aus DNA und PEI vermutlich durch Endozytose effizient auf. Diese
Transfektionsmethode ist sehr kostengünstig, da verzweigtes PEI als Chemikalie
erhältlich ist.
Am Tag vor der Transfektion werden 6x106 293T-Zellen in einem Gesamt-
volumen von 10 ml in 10 cm Schalen bzw. 5x105 293T-Zellen in 1 ml pro einem
Well einer 12-Well-Platte eingesät und ü. N. im Brutschrank inkubiert. Am nächsten
Tag wird ein Mediumwechsel durchgeführt, wobei das alte Medium der 10 cm
Schale durch 4 ml DMEM (15% FCS) bzw. der 12-Well-Platte durch je 1 ml DMEM
(20% FCS) ersetzt wird. Für die Transfektion werden die beiden Lösungen DNA-
Mix (siehe Tab. 2-10) und PEI-Mix (siehe Tab. 2-11) angesetzt und für 15 min bei
RT inkubiert. Anschließend wird der PEI-Mix zügig zum DNA-Mix gegeben, erneut
gut gemischt und für weitere 15 min bei RT inkubiert. Der Transfektionsansatz wird
dann vorsichtig auf die Zellen gegeben und die transfizierten Schalen ü. N. im
Brutschrank inkubiert.
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Tab. 2-10: DNA-Mix für die PEI-Transfektionsmethode
Komponente Menge für 1 Well einer
12-Well-Platte
Menge für 10 cm
Schale
DMEM (ohne) 494 µl 985 µl
Plasmid-DNA 6 µg 15 µg
Tab. 2-11: PEI-Mix für die PEI-Transfektionsmethode
Komponente Menge für 1 Well einer
12-Well-Platte
Menge für 10 cm
Schale
DMEM (ohne) 482 µl 955 µl
PEI 18 µl 45 µg
Polyethylenimin (PEI)-Lösung
PEI von Aldrich (Kat.Nr.: 40,872-7) c = 1 mg/ml in ddH2O gelöst
Die PEI-Lösung wurde als 100x Stock steril hergestellt und vor Verwendung
auf 1x verdünnt.
D-MEM (15% FCS)
D-MEM (ohne)
Fötales Rinderserum von GIBCO™ (cend = 15%)
Penicillin-Streptomycin-Lösung von GIBCO™ (cend = 0,1% = 10µg/ml)
D-MEM (20% FCS)
D-MEM (ohne)
Fötales Rinderserum von GIBCO™ (cend = 20%)
Penicillin-Streptomycin-Lösung von GIBCO™ (cend = 0,1% = 10µg/ml)
2.3.3. Induktion von Zellen mit Natriumbutyrat
Einen Tag nach der Transfektion kann die Aktivität des CMV-Promotors in den
Plasmiden durch Zugabe von Natriumbutyrat in einer Endkonzentration von 10 mM
verstärkt werden. Dabei wird die Natriumbutyrat-Lösung vorsichtig auf die Zellen
getropft. Nach 6 bis 8 Stunden erfolgt ein Mediumwechsel, wobei je nach Größe des
Zellkulturgefäßes zwischen 1 - 10 ml frisches DMEM (komplett) zugegeben werden.
Die Zellkulturschalen werden für weitere 24 Stunden bei 37°C im Brutschrank
inkubiert.
50x Natriumbutyrat-Lösung
500 mM Natriumbutyrat
Die Lösung wird mit 1x PBS aufgefüllt und durch einen 0,45 µm Filter steril-
filtriert.
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2.3.4. Herstellung von Zelllysaten
Zur Analyse der intrazellulären Genexpression werden transfizierte 293T-Zellen
lysiert, um sie später in einer SDS-PAGE zu untersuchen. Die Proteine werden dabei
durch SDS und Detergenzien denaturiert und solubilisiert, sowie durch reduzierende
Agenzien reduziert. In dieser Arbeit wurden die Methoden der milden Lyse und der
Lyse mit Qiashredder  (Qiagen) verwendet. Bei der milden Lyse wird die
Zytoplasmamembran durch das Triton X-100 im Lysepuffer permeabilisiert und die
zytoplasmatischen Proteine solubilisiert, wobei die Zellkernmembran intakt bleibt.
Die Zellkultur wird mit 1x Lysepuffer versetzt und für 5 bis 30 min bei 4°C
inkubiert. Die lysierten Zellen werden für die milde Lyse von der Oberfläche
abgeschabt und in ein Eppendorfgefäß überführt. Nach 5 minütiger Zentrifugation
bei 13.000 rpm wird der Überstand in eine neues Gefäß überführt und mit der
gleichen Menge an 2x PPPC versetzt. Zur vollständigen Denaturierung der Proteine
wird das Lysat bei 95°C für 10 min gekocht.
Zur Herstellung eines Qiashredder-Lysates werden die mit 1x Lysepuffer
versetzten Zellen auf Qiashredder-Säulen gegeben. Durch den folgenden Zentri-
fugationsschritt (2 min bei 13.000 rpm) werden auch die Kernmembranen aufgelöst
und man erhält ein Gesamt-Zelllysat. Der Durchfluß nach der Zentrifugation wird in
ein neues Röhrchen überführt und die Säulen mit der gleichen Menge an 2xPPPC
gespült. Nach einer erneuten Zentrifugation werden beide Durchflüsse vereinigt und
für 10 min bei 95°C gekocht.
Bis zur Analyse in der SDS-PAGE werden die Zelllysate bei -20°C aufbewahrt.
1x Lysepuffer
10 mM Tris/HCl; pH 8,0
140 mM NaCl
0,025 % NaN3
1 % Triton X-100
Der Lysepuffer wird als 10x Stocklösung angesetzt und mit dH2O auf 1x
verdünnt.
2x PPPC (Proteinprobenpuffer mit Coomassie Blau)
100 mM Tris/HCl; pH 6,8
24 % Glyzerol
8 % SDS
0,02 % Coomassie Blau G-250
2 % β-Mercaptoethanol
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2.3.5. „Fluorescence Activated Cell Sorter“ (FACS)-Analyse
Bei der durchflusszytometrischen Analyse wird die Zellgröße und Granularität der
in der Probe enthaltenen Zellen bestimmt. Des weiteren kann die Expression eines
oder mehrerer Markergene in einer Zellpopulation untersucht werden. Dabei ist es
möglich, das Markerprotein direkt nachzuweisen, wie zum Beispiel ein Grün
fluoreszierendes Protein (EGFP, engl. „enhanced green fluorescent protein“) oder
aber auch indirekt über einen mit Fluorochrom gekoppelten Antikörper, der an das
exprimierte Protein auf der Oberfläche der Zelle bindet. In dieser Arbeit wurde die
direkte Fluoreszenz infizierter Zellen, die das EGFP exprimieren, gemessen.
Die Zellen werden für die FACS-Analyse mit Trypsin von der Oberfläche
abgelöst, in FACS-Röhrchen überführt, in die 2 ml 1x PBS vorgelegt wurden und für
5 min bei 1200 rpm pelletiert. Der Überstand wird verworfen und das Pellet in 300
µl 1x PBS aufgenommen.
Die mittels einem FACS Calibur (Becton-Dickinson) gewonnenen Daten der
FACS-Analyse werden anschließend mit dem Programm CellQuest (Becton-
Dickinson) ausgewertet.
2.4. Virologische Methoden
2.4.1. Vektorsysteme für die Analyse der PFV Partikel-
freisetzung
Für die Analyse der PFV viralen Partikelfreisetzung wurden 293T-Zellen mit
Plasmiden transfiziert, welche für die PFV Proteine unter Kontrolle eines CMV-
Promotors (CMV, Cytomegalie Viurs) kodieren. Für die Freisetzung viraler Partikel
muß neben dem foamyviralen Gag-Protein auch das Glykoprotein Env vorhanden
sein. Für die Produktion infektiöser viraler Partikel sind darüber hinaus Pol und eine
verpackbare genomische RNA notwenig. Zu diesem Zweck wurden drei in Abb. 2-1
dargestellte Plasmid-kodierte Vektorsysteme verwendet.
Zum einen fand das 4-Plasmid-System Anwendung, bei dem die gag-, pol- und
env-Gene jeweils auf einem separaten Expressionsvektor kodiert vorliegen und deren
zelluläre Expression von einem CMV-Promotor getrieben wird (Abb. 2-1A.). Zur
Bildung infektiöser Partikel wurde ein virales Vektorkonstrukt kotransfiziert, von
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dem eine in das Viruspartikel verpackbare mRNA gebildet wurde. In dieser Arbeit
wurde das Konstrukt pMD9 verwendet, bei dem die Struktur- und Nichtstrukturgene
weitgehend deletiert und durch ein egfp-Markergen unter Kontrolle des konstitutiv
aktiven Spleen Focus Forming Virus (SFFV) U3-Promotor ersetzt wurden.
Abb. 2-1: Vektorsysteme für die Analyse der PFV viralen Partikelfreisetzung
A. Schematische Darstellung der eukaryotischen Expressionsplasmide für das 4-Plasmid-
System. Die pczi-Vektoren bilden gespleißte mRNAs für Gag bzw. Pol. B. Schematische
Darstellung des 2-Plasmid-Systems. C. Schematische Darstellung des 1-Plasmid-Systems.
CMV: Promotor/Enhancer des CM-Virus; SD/SA: Spleißdonor/-akzeptor; U3: „Unique 3“-
Region; ∆U3: U3-Region mit interner 558 bp Deletion; R: „repeat“-Region; U5: „Unique 5“-
Region; PolyA: PolyA-Sequenz des bovinen Wachstumshormons; CAS I: „Cis acting
sequence“ I; CAS II: „Cis acting sequence“ II; SFFV U3: Spleen Focus Forming Virus U3-
Promotor; EGN: EGFP-Neomycin Fusion.
Die für die RNA-Verpackung notwendigen cis-aktiven Sequenzen Cas I und Cas
II, sowie für die reverse Transkription und Integration des viralen Genoms not-
wendigen Sequenzabschnitte waren in diesem Vektor enthalten, es wurden aber
keine viralen Proteine exprimiert. Mit Hilfe dieses 4-Plasmid-Systems generierte
Viruspartikel waren nur zu einem einzigen Infektionsschritt fähig. Infizierte Ziel-
zellen bildeten nach Integration des verpackten Genoms das EGFP-Markerprotein.
CMV env PolyApczHFVenv
CMV gag PolyApcziGag
SD SA
CMV pol PolyApcziPol
SD SA
SFFV U3CMV egfppMD9
CASI CASII
R/U5 ∆U3   R/U5
A. 4-Plasmid-System
B. 2-Plasmid-System
gagCMV
pol
pczDWP001
R/U5 U3   R/U5
SFFV U3 EGN
CMV env PolyApczHFVenv
C. 1-Plasmid-System
gagCMV
pol
pczDL001
R/U5
U3   R/U5
SFFV U3 EGN
env
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Ein Vorteil des 4-Plasmid-Systems ist, daß die Virusproteine unabhängig vonein-
ander exprimiert werden und viruskodierte cis-aktive Sequenzen, wie Spleißdonoren
und –akzeptoren, auf die Expression keinen Einfluß haben.
Als zweites Vektorsystem wurde ein 2-Plasmid-System eingesetzt (Abb. 2-1B.).
Dabei wurde zum einen der Vektor pczDWP001 verwendet, der ein replikations-
defizientes Foamyvirus Genom trägt, dem das env-Gen und die akzessorischen
Leserahmen fehlten. Er enthielt anstelle der 5’-U3-Region einen CMV-Promotor, der
die Transkription der Strukturgene gag und pol gewährleistete. Zusätzlich besaß der
Vektor eine EGN-Kassette, die unter Kontrolle des SFFV U3-Promotor eine EGFP-
Neomycin Fusion exprimierte. Das zweite Plasmid trug das env-Gen unter Kontrolle
des CMV-Promotors. Auch die durch das 2-Plasmid-System generierten viralen
Partikel waren nur zu einem Infektionsschritt fähig.
Das 2-Plasmid-System wurde in dieser Arbeit genutzt, um den Einfluß von
Mutationen im env-Gen auf die virale Partikelfreisetzung zu untersuchen.
Als drittes Vektorsystem fand das 1-Plasmid-System mit dem replikations-
defizienten proviralen PFV Konstrukt pczDL001 Anwendung (Abb. 2-1C.). Dieser
Vektor exprimierte die Gag-, Pol- und Env-Proteine von einem chimären CMV –
FV-Promotor, wobei die PFV 5’LTR U3-Region durch den CMV-Promotor und
Enhancer ersetzt wurde, der den PFV Transkriptionsstart in der R-Region nutzte. Die
FV akzessorischen Gene waren ersetzt durch eine EGN-Kassette, unter Kontrolle des
SFFV U3-Promotor.
Ein Vorteil dieses Vektorsystems ist, daß die viralen Proteine in ihrem natürlichen
Verhältnis zueinander synthetisiert werden, da alle natürlichen Spleißdonoren und
–akzeptoren vorhanden sind.
2.4.2. Partikelpräparation aus Zellkulturüberständen
Viruspartikel und virusähnliche Partikel im Überstand transfizierter Zellkulturen
lassen sich mit Hilfe eines 20% Sucrosekissen durch Ultrazentrifugation pelletieren.
In Ultrazentrifugen-Röhrchen (Polyallomer Zentrifugenröhrchen, Beckman Coulter)
werden dafür 2 ml (Röhrchen mit einem Fassungsvermögen von ca. 12 ml) bzw. 5
ml (Röhrchen mit einem Fassungsvermögen von ca. 35 ml) 20% Sucroselösung
vorgelegt. Der Zellkulturüberstand wird mit einer Einmalspritze von den Zellen
abgenommen und durch einen 0,45 µm Filter vorsichtig auf das Sucrosekissen
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geschichtet. Je nach Art der nach der Pelletion folgenden Untersuchungen, wird nun
unterschiedlich vorgegangen.
Für eine Partikelpräparation zur anschließenden Analyse partikel-assoziierter
Virusproteine in der SDS-PAGE wird ein Zentrifugationsschritt in der
Ultrazentrifuge von 3 Stunden bei 25.000 rpm und 4°C vorgenommen, wobei die
Partikel pelletiert werden. Der Überstand wird abgenommen und das Protein-Pellet
für die Analyse in der SDS-PAGE in 60 bis 100 µl 2xPPPC aufgenommen und für
10 min bei 95°C denaturiert. Die Proben können bis zur weiteren Verwendung bei
–20°C gelagert werden.
Um nach einer Partikelpräparation Infektionen bzw. Nukleinsäure-Extraktionen
durchführen zu können, müssen die pelletierten Partikel möglichst intakt bleiben.
Dafür wird der Ultrazentrifugationsschritt auf 2 Stunden bei 25.000 rpm und 4°C
verkürzt. Nach Abnahme des Überstandes wird das Pellet in 1x PBS durch
vorsichtiges schwenken aufgenommen und für die weiteren Analysen sofort weiter
verwendet.
2.4.3. Infektion von Zielzellen
Für Infektionsanalysen werden HT1080-Zellen mit Virusüberständen infiziert.
Dabei wird je nach Experiment extra- oder intrazellulär gewonnenes Virus
verwendet. In einer anschließenden FACS-Analyse kann über die Expression von
EGFP in den infizierten HT1080-Zellen die Menge an infektiösem Virus bestimmt
werden.
Am Tag vor der Infektion werden 1,5x104 HT1080-Zellen pro Well einer 12-
Well-Platte ausgesät. Vor der Infektion am Folgetag wird das Kulturmedium von den
Zielzellen abgenommen.
Für eine Infektion mit extrazellulärem Virus wird der Zellkulturüberstand von
transfizierten Zellen mit einer Einmalspritze abgenommen und zur Entfernung von
Zelltrümmern durch einen 0,45 µm Filter gepreßt. Der so gewonnene Virusüberstand
wird, genau wie intrazellulär gewonnenes Virus, direkt oder in Verdünnungen mit
DMEM (komplett) in einem Endvolumen von 1 ml auf die Zielzellen gegeben. Nach
6 bis 8 Stunden Inkubation im Brutschrank wird die Infektion durch einen
Mediumwechsel abgestoppt. Die Zellen werden 48 bis 72 Stunden im Brutschrank
weiter kultiviert.
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2.4.4. Herstellung von intrazellulären Virusüberständen
Mit Hilfe der „freeze&thaw“-Methode kann man die intrazellulär verbliebenen
Viruspartikel gewinnen. Durch das schnelle Einfrieren und Auftauen brechen die
Zellen auf und setzen so die intrazellulären Partikel frei. Von den infizierten Zellen
wird der Zellkulturüberstand abgenommen, die Zellen kurz mit PBS gewaschen und
3 ml frisches DMEM (komplett) aufgegeben. Die Zellkulturschalen werden für 20
min auf Trockeneis gestellt und schließlich wieder für 20 min im Brutschrank
aufgetaut. Der Zellkulturüberstand wird anschließend mit Hilfe einer Einmalspritze
abgenommen und durch einen 0,45 µm Filter gepreßt, um Zelltrümmer zu entfernen
und unverdünnt oder in Verdünnungen auf die Zielzellen gegeben.
2.4.5. Nukleinsäureextraktion aus viralen Partikeln
Zur Herstellung von Viruspartikeln werden 293T-Zellen transfiziert. Um nicht
aufgenommene Plasmid-DNA aus dem Zellkulturüberstand zu entfernen, wird dem
Medium während der Induktion mit Natriumbutyrat und nach dem anschließenden
Mediumwechsel jeweils 500 µg/ml DNase I (50 mg/ml, min. 3000 U/mg,
AppliChem) zugegeben. Achtundvierzig Stunden nach Transfektion werden die
viralen Partikel durch einen 2 stündigen Ultrazentrifugationsschritt pelletiert (siehe
2.4.2) und danach noch einmal in einem Gesamtvolumen von 150 µl mit 150 µg
DNase I und teilweise zusätzlich noch mit 20µg/ml RNase A (10 mg/ml, Roth) in
DNase I Puffer für eine Stunde bei 37°C inkubiert. Anschließend werden die viralen
Nukleinsäuren mit dem QIAamp Viral RNA Mini Kit von Qiagen nach dem
Protokoll des Herstellers, aber ohne den optionalen DNase I Verdau, extrahiert. Die
Lagerung der extrahierten Nukleinsäuren bis zur Analyse erfolgt bei –80°C.
2.4.6. Real-Time-PCR von viralen Nukleinsäuren
Um den DNA- bzw. RNA-Gehalt einer Mutante zu bestimmen, wurde in dieser
Arbeit die Real-Time-PCR mit dem Brilliant SYBR Green QPCR Mastermix von
Stratagene eingesetzt. SYBR Green I ist ein interkalierender Farbstoff, dessen
Fluoreszenz nach Bindung an doppelsträngige DNA stark erhöht wird. Die
Amplifikation der DNA kann somit in Echtzeit gemessen werden. Anhand
definierter Mengen eines Plasmidstandards kann die DNA Menge bestimmt werden.
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Als Standard dient ein pUC19 basierendes Plasmid, welches den kompletten egfp-
ORF trägt (p6DAL1) und in Verdünnungen von 2x1013 bis 2x101 Kopien pro µl
eingesetzt wird (1µg p6DAL1 entsprechen 1,32x1014 Kopien). Die in der Real-Time-
PCR verwendeten Primer 2278 und 2279 sind spezifisch für den egfp-ORF, der sich
als Markergen auf dem für die Herstellung viraler Partikel verwendeten retroviralen
Vektor pMD9 befindet (siehe 2.4.1).
Die Nukleinsäuren werden, wie unter 2.4.5 beschrieben, präpariert. Zum
Nachweis viraler RNA muß diese in cDNA durch reverse Transkription
umgeschrieben werden. Diese erfolgte mit dem SuperScriptTM II Reverse
Transcriptase Kit (Invitrogen, Kat. Nr.: 18064-014) und einem Oligo(dT)30 Primer
(Primer 2279) nach Angaben des Herstellers.
Die PCR-Ansätze werden wie in Tab. 2-12 gezeigt in Strips für 96-Loch-Platten
in einem Gesamtvolumen von 25 µl pipettiert. Die Real-Time-PCR erfolgt nach den
in Tab. 2-13 angegebenen Bedingungen.
Tab. 2-12: Real-Time-PCR Ansatz
Komponente Konzentration oder Menge
H2O 5,0 µl
Primer vorwärts (10 pmol/µl) 1,0 µl
Primer rückwärts (10 pmol/µl) 1,0 µl
Referenz Dye 0,5 µl (1:666,7 verdünnt)
2x SYBR Master Mix 12,5 µl
Probe bzw. Standard 5,0 µl
Tab. 2-13: Real-Time-PCR Bedingungen
Temperatur Zeit Rampe Anzahl der
Zyklen
Denaturierungsschritt 95 °C 10 min 0°/sek 1
Denaturierungsschritt 95 °C 30 sek 0°/sek
Hybridisierungsschritt 59 °C 60 sek 0°/sek 45
Elongationsschritt 72 °C 45 sek 0°/sek
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2.4.7. Fixierung von Zellen für elektronenmikroskopische (EM)-
Analysen
Die Anfertigung elektronenmikroskopischer Bilder für den Nachweis viraler
Partikel in transfizierten Zellen wurde in Kooperation mit Herr Prof. Dr. Zentgraf
vom DKFZ in Heidelberg durchgeführt. Von der Autorin wurden nur die ersten
Schritte bis zur Fixierung der Zellen, wie folgt beschrieben, vorgenommen. Die
Aufarbeitung der Proben sowie die Anfertigung der EM-Bilder wurde freundlicher-
weise von Herr Prof. Dr. Zentgraf und seiner Arbeitsgruppe übernommen.
In 6 cm Schalen werden 293T-Zellen mit der Kalziumphosphat-Methode (siehe
2.3.2.1) transfiziert, 24 Stunden nach Transfektion die Expression durch Zugabe von
Natriumbutyrat stimuliert und weitere 24 Stunden später die Fixierung
vorgenommen.
Von den Zellkulturen wird das Medium abgenommen, einmal mit 1x PBS
gewaschen und die Zellen anschließend für 20 min mit einer 2,5% Glutaraldehyd-
Verdünnung in Cacodylat-Puffer fixiert. In den ersten Minuten der Fixierung
verbleibt die Zellkultur noch bei Raumtemperatur, dann wird sie auf Eis transferiert.
Nach der Fixierung werden mit einem Zellschaber die Zellverbände vom Untergrund
gelöst und in ein 15 ml Röhrchen gefüllt. Die Zellen werden durch Zentrifugation für
5 min bei 1200 rpm pelletiert, die Glutaraldehyd-Lösung abgezogen und das Zell-
pellet 3 – 4 mal mit einer größeren Menge an Cacodylat-Puffer gewaschen. Sind
keine Spuren des Glutaraldehyd mehr vorhanden, wird das Röhrchen mit Cacodylat-
Puffer aufgefüllt und versandfertig gemacht.
Cacodylat-Puffer
0,05 M Cacodylsäure
In dH2O verdünnen, die Lösung wird mit Salzsäure auf pH 7,9 eingestellt.
Fixierpuffer
2,5% Glutaraldehyd
In Cacodylat-Puffer ansetzen.
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2.5. Proteinbiochemische Methoden
2.5.1. Tricine SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
Mit der Tricine SDS-PAGE (Schagger and von Jagow 1987) lassen sich Proteine
auf einem 5% bis 15% Polyacrylamidgel der Größe nach auftrennen. Der
Trennbereich liegt je nach Acrylamidanteil und Vernetzungsgrad zwischen
Acrylamid und Bisacrylamid bei 10 – 220 kD. Das Acrylamid polymerisiert durch
freie Radikale, die von APS abgegeben und von TEMED stabilisiert werden. Die
Acrylamidfasern werden durch polymerisiertes Bisacrylamid quervernetzt. Die
aufzutrennenden Proteine im Gel werden durch SDS und β-Mercaptoethanol
denaturiert und erhalten durch SDS eine negative Ladung. Es wurden 7,5% und 10%
Gele nach dem in Tab. 2-14 angegebenen Schema gegossen.
Tab. 2-14: Pippettierschema für Tricine SDS-Polyacrylamidgele
Komponente Trenngel 7,5% Trenngel 10% Sammelgel 4%
Acrylamid-
Stammlösung
(Rotiphorese Gel 30)
7,5 ml 10 ml 1,35 ml
Glycerol 3,3 ml 3,3 ml -
Tricine-Gelpuffer 9,9 ml 9,9 ml 2,5 ml
dH2O 9,3 ml 6,8 ml 6,15 ml
APS 300 µl 300 µl 100 µl
TEMED 30 µl 30 µl 10 µl
Das Trenngel wird zuerst in die Gelküvette gefüllt und mit dH2O überschichtet.
Nach dem Polymerisieren des Geles wird das dH2O entfernt und das Sammelgel
gegossen. In die untere Elektrophoresekammer wird Anodenpuffer (positiv) und in
die obere Kathodenpuffer (negativ) gegeben. Die Proteinproben werden noch einmal
kurz bei 95°C für 5 min aufgekocht und 40 bis 120 µl Probe in zuvor mit
Kathodenpuffer gespülten Taschen des Sammelgels gefüllt. Der Gellauf erfolgt über
Nacht bei 16 bis 30 mA pro Gel.
Um eine bessere, schärfere Auftrennung von sehr großen und sehr kleinen
Proteinen in einem Gel zu erreichen, wurden auch 5 – 16,8% Tricine-Gradienten-
SDS-Gele verwendet. Die Gele wurden mit Hilfe eines Gradientenmischers (SG 15,
Hoefer) gegossen.
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Die 5% und 16,8% Gellösung wurden nach dem in Tab. 2-15 angegebenen
Schema hergestellt.
Tab. 2-15: Pippettierschema für 5% - 16,8% Tricine-Gradienten-SDS-Gele
Komponente 5% Gellösung 16,8% Gellösung
Acrylamid-Stammlösung
(Rotiphorese Gel 30)
2,7 ml 8,4 ml
Glycerol 1,65 ml 1,65 ml
Tricine-Gelpuffer 4,95 ml 4,95 ml
dH2O 5,7 ml -
APS 50 µl 50 µl
TEMED 5 µl 5 µl
Tricine-Gelpuffer
3 M Tris-Base
0,3 % SDS
Der pH-Wert von 8,45 wird mit konzentrierter HCl eingestellt.
Ammoniumperoxysulfat (APS):
10 % (w/v) APS in ddH2O
1x Anodenpuffer
0,2 M Tris-Base
Der pH-Wert 8,9 wird mit konz. HCl eingestellt. Der Puffer wird als 10x
Stock hergestellt und mit ddH2O auf 1x verdünnt.
1x Kathodenpuffer
0,1 M Tris-Base
0,1 M Tricine
0,1 % SDS
Es wird kein pH-Wert eingestellt. Der Puffer wird als 5x Stock hergestellt
und mit ddH2O auf 1x verdünnt.
2.5.2. Western Blot
Beim Western Blot Verfahren werden Proteine, die zuvor in Polyacrylamidgelen
elektrophoretisch aufgetrennt wurden, auf eine Nitrocellulose- oder Nylonmembran,
durch elektrischen Strom übertragen und auf dieser Art immobilisiert. In dieser
Arbeit wurde das „Semi Dry“ Blottingverfahren verwendet.
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2.5.2.1. Semi Dry Western Blot
Beim Semi Dry Western Blot Verfahren werden auf die untere Anodenplatte zwei
Lagen in 1x Transferpuffer getränkte Whatmann-Filterpapiere luftblasenfrei gelegt.
Darauf folgt die Nitrozellulose-Membran, die zuvor kurz in dH2O, anschließend in
1x Transferpuffer geschwenkt wird. Anschließend wird das Polyacrylamidgel und
zwei weitere, in 1x Transferpuffer getränkte, Whatmann-Filterpapiere auf die
Membran gelegt. Nicht vom Gel bedeckte Membranbereiche werden mit Parafilm
abgedeckt. Der Transfer erfolgt bei einer Stromstärke von 185 mA (~1 mA/cm2) für
90 min.
1x Transferpuffer
48 mM Tris-Base
39 mM Glyzin
0,037 % SDS
20 % Methanol
2.5.2.2. Immunologischer Nachweis
Nach dem Western Blotten wird die Membran kurz mit PBS-T abgespült und für
1 Stunde in Blockierungslösung geschwenkt. Dieser Schritt dient der Absättigung
unspezifischer Protein-Bindungsstellen. Nach diesem „Blockierungsschritt“ wird die
Membran mindestens 1,5 Stunden bis maximal über Nacht mit dem primären Anti-
körper, verdünnt in Blockierungslösung, inkubiert. Um nicht gebundene und
unspezifisch gebundene Antikörper zu entfernen, wird die Membran vor der
Inkubation mit dem sekundären Antikörper, zweimal kurz und zweimal für je 10
min, mit PBS-T gewaschen. Der ebenfalls in Blockierungslösung verdünnte
sekundäre Antikörper wird für eine Stunde auf die Membran gegeben. Danach wird
die Membran wieder zweimal kurz und dreimal für je 10 Minuten mit PBS
gewaschen.
1x PBS
137 mM NaCl
2,7 mM KCl
6,5 mM Na2HPO4 x 2 H2O
1,5 mM KH2PO4
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PBS-T
0,5 % Tween 20 in 1x PBS
Blockierungslösung
5 % Milchpulver in PBS-T
2.5.2.3. Detektion
In dieser Arbeit ist der sekundäre Antikörper mit einer Meerrettichperoxidase
gekoppelt. Die Nachweisreaktion erfolgt daher über die Oxidation von Luminol. Die
emittierten Photonen können mit einer CCD-Kamera nachgewiesen werden.
Zur Detektion der Signale werden in dieser Arbeit entweder der ECL+-Kit
(Amersham Bioscience, Kat.-Nr. RPN2133) oder eine selbstgemachte ECL-Lösung
verwendet. Das kommerzielle ECL+-Kit zeigt eine größere Intensität und Dauer der
enzymatischen Reaktion und ist daher wesentlich sensitiver im Nachweis von
Proteinen. Die Nachweisschritte werden nach Angaben des Herstellers ausgeführt.
Bei Verwendung des Selfmade-ECL System werden die Lösungen A und B im
Verhältnis 1:1 gemischt und gleichmäßig auf die Blotmembran aufgebracht. Nach 1
min Inkubationszeit wird die Flüssigkeit verworfen und der Blot in handelsübliche
Haushaltsfolie eingepackt. Die Detektion der Lichtemission erfolgt in beiden Fällen
digital mittels einer CCD-Kamera (LAS-3000 Imager, Fujifilm).
Lösung A ECL-selfmade
2,5 mM Luminol
0,396 mM Cumarsäure
Die Lösung A-ECL-selfmade wird mit 0,1 M Tris/HCl, pH-Wert 8,5
hergestellt und ist 2 Wochen bei 4°C im Dunkeln stabil.
Lösung B ECL-selfmade
0,0165 % H2O2
Die Lösung B wird mit 0,1 M Tris/HCl, pH-Wert 8,5 hergestellt und stets
frisch angesetzt.
2.5.2.4. Quantifizierung von Western Blots
Um eine Aussage über die Menge der viralen und subviralen Partikelfreisetzung
treffen zu können, werden in dieser Arbeit die Protein-Signale im Western Blot
quantifiziert. Dazu wird der „Schwärzungsgrad“ einer Proteinbande, also die Anzahl
der emittierten Photonen genutzt, die mit der CCD-Kamera des LAS-3000 Imagers
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detektiert werden. Mit Hilfe der speziellen Software Image Gauge 3.01, Fujifilm ist
die exakte Quantifizierung der einzelnen Proteinbanden möglich.
Abb. 2-2: Western Blot Analyse und Quantifizierung verschiedener
Verdünnungen von PFV viralen und subviralen Partikeln
A. Western Blot Analyse und Quantifizierung einer PFV Viruspartikelpräparation 48
Stunden nach Transfektion von 293T-Zellen mit dem 4-Plasmid-System mit pcziGag2,
pcziPol, pczHFVEnv EM002 und pMD9. Detektion des Immunoblots mit anti-PFV
Gag011 (α-Gag). B. Western Blot Analyse und Quantifizierung einer PFV subviralen
Partikelpräparation 48 Stunden nach Transfektion von 293T-Zellen mit pczHFVEnv
EM140. Detektion mit anti-PFV Env LP1-86 (α-Env LP). Dargestellt sind jeweils die
Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhängigen Experimenten.
In dieser Arbeit wurde eine Quantifizierung von Partikel-assoziiertem Gag- und
Env-Protein durchgeführt. Die zelluläre Expression von Gag und Env wurde
gleichfalls quantifiziert, um eine Standardisierung der partikel-assoziierten Signale
auf die zelluläre Expression der einzelnen Konstrukte durchführen zu können.
Um eine Aussage über die Linearität dieses Verfahren machen zu können, wurden
im Vorfeld verschiedene Verdünnungen von PFV Partikelpräparationen im Western
Blot analysiert und das Partikel-assoziierte Gag Signal (p68/71Gag), detektiert mit
einem PFV Gag polyklonalen Antiserum (Kaninchen anti-PFV Gag011),
quantifiziert (Abb. 2-2A. rechts). Die Quantifizierung ergab eine gute Linearität des
Signals bis zu einer 20-fachen Verdünnung der viralen Partikel (Abb. 2-2A. links).
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Eine ebenso gute Linearität des Signals bis zu einer 50-fachen Verdünnung ergab
die Quantifizierung von Partikel-assoziierten Env LP einer subviralen Partikel-
präparation mit dem PFV Env LP spezifischen polyklonalen Antiserum Kaninchen
anti-PFV Env LP 1-86 (Abb. 2-2B.).
2.5.2.5. Strippen von Western Blot-Membranen
Um weitere Proteine auf einer Nitrozellulose-Membran nachzuweisen, müssen die
bereits gebundenen Antikörper von der Membran entfernt werden. Dafür wird die
Membran nach der Detektion 5 min in PBS-T gewaschen. Anschließend inkubiert
man die Membran für 30 min in Stripping-Lösung bei 55°C im Schüttelwasserbad.
Danach folgen wieder Waschschritte, wobei die Membran 2x kurz und 2x 10 min mit
PBS-T gewaschen wird, bevor sie ü.N. in Blockierungslösung bei 4°C auf einem
Schüttler gelagert wird. Danach kann die Membran wie unter 2.5.2.2 beschrieben mit
weiteren Antikörpern behandelt werden.
Stripping-Lösung
62,5 mM Tris/HCl; pH 6,7
2 % SDS
100 mM β-Mercaptoethanol
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3. ERGEBNISSE
3.1. Charakterisierung der PFV late assembly Domäne
Der letzte Schritt im viralen Replikationszyklus, ist das Abschnüren (Knospen)
der viralen Partikel von zellulären Membranen, um freie infektiöse Viren zu erhalten,
die weitere Zellen infizieren können. Late-Domänen sind notwendig für diesen
späten Abschnitt, der effizienten Freisetzung viraler Partikel von Zellmembranen.
Derzeit sind drei L-Domän Sequenzmotive bekannt, die von den Strukturproteinen
kodiert werden und den Knospungsprozeß unterstützen. Ein P(T/S)AP Motiv,
welches zuerst in HIV-1 Gag p6-Protein entdeckt wurde, weiterhin ein PPXY Motiv
erstmalig in RSV Gag p2b-Protein charakterisiert und das in EIAV Gag p9-Protein
identifizierte YPXL L-Domän Motiv (Bieniasz 2006). Heute weiß man, daß das
P(T/S)AP und PPXY Motiv die Freisetzung viraler Partikel einer Reihe von
Retroviren, aber auch die Knospung von Filo-, Rhabdo- und Arenaviren unterstützen
(Übersicht in Bieniasz 2006).
Ziel der in diesem Kapitel vorgestellten Ergebnisse war es, potentielle L-Domän
Sequenzmotive im PFV zu identifizieren und ihre Funktion im foamyviralen
Replikationszyklus, im speziellen während der viralen Partikelfreisetzung zu
analysieren.
Für die foamyvirale Partikelfreisetzung ist eine Gag und Env Koexpression
essentiell, denn das Glykoprotein ist verantwortlich für den Transport der im
Zytoplasma zusammengebauten Kapside an zelluläre Membranen und für die Frei-
setzung viraler Partikel. FV Kapside alleine sind, im Gegensatz zu anderen
Retroviren, nicht in der Lage an Plasmamembranen als sogenannte Virus-ähnliche
Partikel zu knospen (Lindemann and Goepfert 2003). Das FV Glykoprotein hingegen
schnürt Kapsid-lose subvirale Partikel an den Membranen ab, wenn es separat
exprimiert wird (Shaw et al. 2003; Stanke et al. 2005). Diese Tatsachen lassen den
Schluß zu, daß in beiden FV Proteinen essentielle Motive für die Freisetzung von
Partikeln enthalten sind. Allerdings konnten bei anderen Retroviren L-Domänen
bisher nur im Strukturprotein Gag nachgewiesen werden.
Sequenzanalysen des PFV Env-Proteins ergaben keinen Hinweis auf das
Vorhandensein eines konservierten L-Domän Motivs. Aber in Analysen des PFV
Gag-Proteins konnten drei mögliche L-Domän Sequenzmotive gefunden werden, die
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mehr oder weniger große Homologien zu den drei bekannten L-Domän
Konsensussequenzen aufweisen: ein PSAP, PPPI sowie YEIL Motiv an den As
Positionen 284, 298 und 464 (siehe Abb. 3-1).
Abb. 3-1: L-Domän Sequenzmotive in Gag-Proteinen verschiedener FV Isolate
Genbank Nummer der aufgeführten viralen Genome: PFV - NC001736; SFVcpz
(Schimpansen FV) – U04327; SFVmac (Makkaken FV) – X54482; SFVagm (Afrikanische
Grüne Meerkatze FV) – M74895; SFVora (Orang-Utan FV) – AJ544579; BFV (Rinder FV)
– U94514; EFV (Pferde FV) – AF201902; FFV (Katzen FV) – U85043; die Position der
ersten As des jeweiligen L-Domän Motivs ist angegeben. Die As Länge der Gag-Proteine ist
angegeben, sowie durch einen senkrechten Strich die ungefähre Lage der p3-Spaltstelle.
Beim Vergleich verschiedener Foamyvirus Spezies zeigt sich, daß das PSAP und
PPPX Motiv innerhalb der meisten Primaten Foamyviren konserviert ist, wohin-
gegen dieses Motiv in anderen Säugerspezies nicht vorkommt. Hingegen das YXXL
Sequenzmotiv ist in allen Foamyviren hochkonserviert und im Bovinen (BFV),
sowie dem Orang Utan Foamyvirus Isolat (SFVora) dupliziert (Abb. 3-1).
3.1.1. Herstellung und Analyse potentieller PFV L-Domän-
Mutanten im 4-Plasmid-System
3.1.1.1. Klonierung der PFV L-Domän-Mutanten
Um die Funktion der drei potentiellen L-Domän Motive näher zu analysieren,
wurden L-Domän Einzel- (L1-3), aber auch Kombinationsmutanten (L1/2, L1/3,
L2/3, L1/2/3) hergestellt. Dabei erfolgte ein Austausch der jeweiligen L-Domän
Sequenzmotive durch Alanine (siehe Abb. 3-2).
Zunächst wurden die Mutationen in das Gag-Expressionsplasmid pcziGag2 einge-
fügt, um später eine funktionelle Charakterisierung im 4-Plasmid-System (siehe
2.4.1) durchführen zu können. Das YEIL L3 L-Domän Motiv von PFV überlappt mit
PFV 298PPPI 464YEIL284PSAPP1 648
SFVcpz 303PPPV 469YEIL289PSAPP1 653
SFVmac 285PPPI 454YELL258PSAPP1 647
SFVagm 251PSAPP 446YQLL1 643
SFVora 198YVGL 441YEIL 557PSAP 616PPPT1 624
BFV 103YGPL 362YAIL1 544
EFV 374YEVL1 559
FFV 335YTML1 514
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dem natürlichen Spleißakzeptor für die Pol-Protein Synthese. Im proviralen Kontext
hätte das Einführen der Mutation einen negativen Einfluß auf die Pol Expression
haben können. Der Vorteil der Nutzung des 4-Plasmid-Systems war unter anderem
eine von der Gag-Protein Synthese unabhängige Expression aller notwendigen
viralen Proteine und der verpackbaren RNA.
Abb. 3-2: Schematische Darstellung der PFV L-Domän Konstrukte
Darstellung des PFV Gag-Proteins mit p68 und p3. Die Lage der potentiellen L-Domän
Motive ist als graue Box mit den entsprechenden As Angaben gezeigt. Darunter ist die As
Sequenz im Bereich der L-Domänen des wt PFV Gag-Proteins und der L-Domän Mutanten
dargestellt. Die drei möglichen L-Domän Motive sind fett markiert. Die As die in den L-
Domän Mutanten verändert wurden, sind fett/kursiv dargestellt. SA: Spleißakzeptor.
Das Ausgangsplasmid pcziGag2 enthält den vollständigen PFV gag-ORF unter
Kontrolle des konstitutiv aktiven IE- (immediate early gene) Promotors und
Enhancers des humanen Cytomegalievirus (CMV). Zusätzlich sorgt ein Intron A
zwischen CMV-Promotor und gag-ORF für eine gesteigerte Expression (Heinkelein
et al. 2002).
Zur Klonierung wurden alle Vektor Fragmente, Inserts und PCR Fragmente nach
dem quantitativen Restriktionsverdau (siehe 2.2.1.2) über Agarosegele aufgetrennt,
die entsprechende DNA-Bande aus dem Gel ausgeschnitten und anschließend mittels
des Nucleo Spin Extract Kit aus dem Gel isoliert (siehe 2.2.4.2), um die Fragmente
in der Ligation einzusetzen (siehe 2.2.1.4).
Für die Klonierung des Konstruktes pcziPGL1, in dem das PSAPP L-Domän
Motiv (L1, siehe Abb. 3-2) mutiert vorliegt, wurde der mit BamHI/XhoI geöffnete
Vektor pcziGag2 mit den Inserts pcziGag2/BamHI/XbaI, sowie pcziGag2/BglII/XhoI
und dem PCR-Fragment PCRL1/XbaI/BglII ligiert. Das PCR-Fragment PCRL1 wurde
p3
283 301 464 467
VPSAPPMIQYIPVPPPPPI YEILwt
1 621 648
VAAAAAMIQYIPVPPPPPI YEILL1
VPSAPPMIQYIPVPPAAAA YEILL2
VPSAPPMIQYIPVPPPPPI AAAAL3
VAAAAAMIQYIPVPPAAAA YEILL1/2
VAAAAAMIQYIPVPPPPPI AAAAL1/3
VPSAPPMIQYIPVPPAAAA AAAAL2/3
VAAAAAMIQYIPVPPAAAA AAAAL1/2/3
p68
SA
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durch eine Overlap-PCR (siehe 2.2.1.1) gewonnen, wobei zuerst zwei PCR-
Fragmente von pcziGag2 mit den Primerpaaren 2071/2088 und 2089/2087
amplifiziert und anschließend in der Overlap-PCR mit den Primern 2071/2087
zusammengefügt wurden.
Das Konstrukt pcziPGL3 beinhaltet das mutierte L2 L-Domän Motiv (L2, siehe
Abb. 3-2). Zur Herstellung von pcziPGL3 wurden die Inserts pcziGag2/BamHI/XbaI
und pcziGag2/NcoI/XhoI sowie das PCR-Fragment PCRL2/NcoI/XbaI mit dem
Vektor pcziGag2/BamHI/XhoI ligiert. Das Fragment PCRL2 wurde mittels Overlap-
PCR und den inneren Primern 2119/2120, sowie den äußeren Primern 2071/2087
gewonnen.
Das YEIL L-Domän Motiv (L3, siehe Abb. 3-2) wurde im Konstrukt pcziPGL2
mutiert. Der Vektor pcziGag2 wurde dafür mit BamHI/XhoI geöffnet und mit den
Inserts pcziGag2/BamHI/NcoI, sowie pcziGag2/Eco147I/Xho I und dem PCR-
Fragment PCRL3/NcoI/Eco147I, welches mit dem Primerpaar 2073/2087 von
pcziGag2 als Matrize gewonnen wurde, ligiert.
Für die Klonierung der Triplemutante pcziPGL1/2/3 (L1/2/3, siehe Abb. 3-2)
wurde das PCR-Fragment PCRL2, welches alle drei Mutationen beinhaltet, mit
XbaI/StuI verdaut und zusammen mit den Inserts pcziGag2/BamHI/XbaI und
pcziGag2/XhoI/StuI in den Vektor pcziGag2/BamHI/XhoI ligiert.
Die Doppelmutanten pcziPGL1/3 und pcziPGL2/3 (L1/2 und L2/3, siehe Abb.
3-2) wurden durch Umklonierung bestimmter Fragmente aus den bereits
vorhandenen pcziPGL-Vektoren hergestellt. Als Vektor diente in beiden Fällen
pcziGag2 linearisiert mit BamHI/XhoI. Für die Klonierung von pcziPGL1/3 wurden
die Inserts pcziPGL1/2/3/BamHI/NcoI, sowie pcziGag2/XhoI/NcoI in diesen Vektor
ligiert. Für pcziPGL2/3 wurden die Inserts pcziPGL3/B a mHI/NcoI und
pcziPGL2/XhoI/NcoI in den Vektor inseriert.
Zur Klonierung der Doppelmutante L1/3 (siehe Abb. 3-2) im Vektor pcziPGL1/2
dienten die bereits für die L3-Mutante beschriebenen Vektoren und Inserts, wobei
aber das PCR Fragment PCRL1 Verwendung fand, welches beide Mutationen L1 und
L3 trägt und mit NcoI/Eco147I verdaut, kloniert werden konnte.
Die Korrektheit der neu konstruierten Vektoren wurde mit analytischem Restrik-
tionsverdau kontrolliert. Die eingefügten PCR-Fragmente, sowie die jeweiligen
Mutationsstellen wurden zusätzlich durch Sequenzierung überprüft (siehe 2.2.4.3).
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3.1.1.2. Analyse der Partikelfreisetzung und Infektiosität
Für die Freisetzung foamyviraler Partikel ist die Koexpression von Gag und Env
notwendig, um zudem infektiöse Virionen zu erhalten, ist das Vorhandensein von
Pol und einer RNA mit foamyviralen Verpackungssignalen essentiell. Um die
Partikelfreisetzung und Infektiosität der L-Domän Mutanten im pczi-Kontext zu
untersuchen, wurden daher 293T-Zellen mit der Polyfect Transfektionsmethode
(siehe 2.3.2.2) im 4-Plasmid-System mit einem wildtypischen Gag-Konstrukt
(pcziGag2) bzw. den Gag L-Domän Mutanten, zusammen mit pcziPol,
pczHFVenvEM002 und pMD9 kotransfiziert (siehe 2.4.1). Für die Analyse der
Partikelfreisetzung wurde 48 Stunden nach Transfektion (n. T.) der Zellkultur-
überstand abgenommen, filtriert und für eine Partikelpräparation über ein 20%
Sucrosekissen (siehe 2.4.2) weiter verwendet. Weiterhin wurden Zelllysate
hergestellt (siehe 2.3.4). Die Infektiosität der Mutanten wurde durch Infektion von
HT1080 Zielzellen mit Zellkulturüberstand (siehe 2.4.3) bzw. intrazellulär
gewonnenen viralen Partikeln (siehe 2.4.4) und anschließender FACS Analyse
bestimmt (siehe 2.3.5).
Um eine Aussage über die Menge an freigesetzten viralen Partikeln vornehmen zu
können, wurden die Zelllysate und die in der Partikelpräparation pelletierten viralen
Partikel im Western Blot analysiert und Partikel-assoziiertes Gag-Protein, sowie die
Gag Expression im Zelllysat quantifiziert. Eine im Vorfeld vorgenommene Western
Blot Analyse und Quantifizierung verschiedener Verdünnungen von aufgereinigtem
wildtypischen PFV Partikeln hatte eine Linearität des Gag Signals bis zur einer 20-
fachen Verdünnung ergeben (siehe 2.5.2.4).
In Abb. 3-3A. ist die relative Partikelfreisetzung der L-Domän Mutanten im Ver-
gleich zu wt PFV dargestellt. Abb. 3-3B. zeigt die relative Infektionseffizienz der
Mutanten.
Die L1-Mutante, mit mutiertem PSAP L-Domän Motiv, wies mit einer zehnfach
reduzierten Partikelfreisetzung im Vergleich zu wt PFV den stärksten Effekt der
Einzelmutanten (Abb. 3-3A.) auf. Dabei schien die Auswirkung auf die
Infektionseffizienz größer zu sein, als auf die Partikelfreisetzung. Die Infektiosität
der Partikel der L1-Mutante aus dem Überstand (ÜS) war ca. 1500-fach, die der
Virionen aus den Zellen (ZL) noch ca. 50-fach reduziert im Vergleich zum Wildtyp
(Abb. 3-3B.). Die Partikelfreisetzung der PPPI L-Domän Mutante L2 war vergleich-
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bar mit dem Wildtyp (Abb. 3-3A.), die Infektiosität im ÜS hingegen aber auf ca.
10% und im ZL auf etwa 25% im Vergleich zum Wildtyp reduziert. Obwohl die
YEIL L3-Mutante keine Infektiosität aufwies (Abb. 3-3B.), war die Partikel-
freisetzung nur um etwa das Dreifache im Vergleich zum Wildtyp reduziert (Abb.
3-3A.).
Abb. 3-3: Analyse der Partikelfreisetzung und Infektiosität der L-Domän
Mutanten im 4-Plasmid-System
Kotransfektion von 293T-Zellen im 4-Plasmid-System mit wt Gag (pcziGag2, wt) bzw. L-
Domän Mutanten (pcziPGL, L) und pcziPol, pczHFVenvEM002, pMD9 A. Quantifizierung
der Partikelfreisetzung. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichung der
Quantifizierung von Partikel-assoziiertem Gag-Protein, korrigiert für die zelluläre Gag
Expression aus min. drei unabhängigen Experimenten. B. Relative Infektionseffizienz der L-
Domän Mutanten. Nach Transfektion von 293T-Zellen im 4-Plasmid-System wurden die
Überstände (ÜS) bzw. intrazellulären viralen Partikel (ZL), die durch Aufschluß der Zellen
durch die freeze-thaw Methode gewonnen wurden, auf HT1080 Zellen titriert. Die
Infektionseffizienz wurde im FACS mittels GFP Expression der infizierten Zellen ermittelt.
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichung aus min. drei unabhängigen
Experimenten relativiert zum wt. Transfektion von pcDNA3.1zeo (mock).
Die Kombinationsmutanten L1/2, L1/3, L1/2/3 zeigten eine vier-, zwei- bzw.
sechsfach reduzierte Partikelfreisetzung im Vergleich zur L1-Mutante (Abb. 3-3A.).
Die L2/3 Mutation resultierte in einer Partikelfreisetzung vergleichbar mit der L3
Einzelmutation (Abb. 3-3A.). Die Infektiosität der Doppelmutante L1/2 glich der L1-
Einzelmutante (Abb. 3-3B.), wobei die Infektiosität der intrazellulären Partikel noch
einmal um etwa das Sechsfache reduziert war. Alle anderen Kombinationsmutanten
waren aufgrund der enthaltenen L3 Mutation nicht infektiös (Abb. 3-3B.).
Abb. 3-4 zeigt einen typischen Immunoblot von Zelllysaten (ZL) und Partikel-
präparationen (PP) der L-Domän Mutanten im 4-Plasmid-System. Das für die
Freisetzung foamyviraler Partikel die Koexpression von Gag und Env essentiell ist,
0,01% 0,10% 1,00% 10,00% 100,00
%
1000,00
%
wt
PGL1
PGL3
PGL2
PGL1/3
PGL1/2
PGL2/3
PGL1/2/3
mock ZL
ÜS
0,1 1 10 100 1000
wt
L1
L2
L3
L1/2
L1/3
L2/3
L1/2/3
wt
L1
L2
L3
L1/2
L1/3
L2/3
L1/2/3
0,1 1 10 100 1000
relative Partikelfreisetzung in %
A.
0,01 0,1 1 10 100
t
2
3
L /2
L /3
L /
L1/ /
relative Infektiosität in %
B.
1000
Ergebnisse
86
zeigt die Abb. 3-4A., Spur 12 und 13, in denen entweder Env oder Gag nicht
kotransfiziert wurde. Ohne Env Koexpression konnte keine Partikelfreisetzung
nachgewiesen werden (Abb. 3-4A.unten, Spur 12).
Mit einem PFV Gag spezifischen Antikörper konnte gezeigt werden, dass das
zelluläre Expressionsmuster der L-Domän Mutanten dem wildtypischen PFV ähnelte
(Abb. 3-4A. oben, Spur 1-3 und 5-8), wobei nur die zelluläre Gag Expression der L2-
Mutante etwas reduziert war (Abb. 3-4A., Spur 4).
Als Kontrollen für die Verpackung von RNA und Pol in die Partikel wurden
zusätzlich zwei Proben mitgeführt, bei denen kein Pol-Protein (Abb. 3-4A., Spur 10)
bzw. keine verpackbare RNA (Abb. 3-4A., Spur 11) zur Verfügung gestellt wurden.
Es konnten dennoch VLP freigesetzt werden, die aber keine Prozessierung des Gag-
Proteins p71Gag in seine prozessierte Form p68 Gag aufwiesen (Abb. 3-4A., Spur 10
und 11). Da alle Mutanten zellulär, sowie im Partikel eine Gag Prozessierung
zeigten, hatten die L-Domän Mutationen anscheinend nur Auswirkung auf die
Partikelfreisetzung, aber keinen Einfluß auf die Expression und Prozessierung der
Gag-Proteine, sowie die Verpackung von Pol und RNA in die Partikel (Abb. 3-4A.,
Spur 1 bis 8). Aufgrund der teilweise sehr geringen Partikelfreisetzung der L-Domän
Mutanten war der direkte Nachweis der Pol-Proteine in den Partikeln durch
monoklonale Antikörper gegen PFV Pol Reverse Transkriptase (p85PR/RT) und
Integrase (p40IN) nur begrenzt möglich (Abb. 3-4C., Spur 1 bis 8). Aber auch die
nicht infektiöse L3-Mutante enthielt Pol-Vorläuferprotein und dessen Prozessie-
rungsprodukte in den viralen Partikeln (Abb. 3-4C., Spur 3). Obwohl die L2-Mutante
eine dem wt vergleichbare Partikelfreisetzung aufwies, konnte nur eine verringerte
Pol Inkorporation festgestellt werden (Abb. 3-4A., C., Spur 1 und 4).
Die Western Blot Analyse mit einem PFV Env spezifischen Antiserum deutete
darauf hin, daß die freigesetzte Menge an Env-Protein vergleichbar ist mit der
Menge an Partikel-assoziierten Gag-Protein der jeweiligen L-Domän Mutante (Abb.
3-4B. unten, Spur 1 bis 8). Die L-Domän Mutationen hatten somit scheinbar keinen
Einfluß auf das Gag-Env Verhältnis im Viruspartikel. Die sichtbaren höher
molekularen Formen von Env gp28LP und gp38LP waren posttranslational
ubiquitinylierte Formen von gp18LP, dem Partikel-assoziierten Leaderpeptid des PFV
Env-Proteins (Abb. 3-4B., Spur 1, 3, 4, 7, (Stanke et al. 2005)). Diese modifizierten
Formen waren aufgrund der Nachweisgrenze für die L1-, L1/3-, L1/2- und L1/2/3-
Mutanten nicht detektierbar (Abb. 3-4B., Spur 2, 5, 6, 8).
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Abb. 3-4: Zelluläre Expression und Partikelfreisetzung der L-Domän
Mutanten
293T-Zellen wurden im 4-Plasmid-System mit pcziPol, pczHFVenvEM002, pMD9 und dem
jeweiligen Gag-Konstrukt transfiziert. Die Zelllysate (ZL) und viralen Partikel (PP) wurden
48 Stunden nach Transfektion nach den Protokollen siehe 2.3.4 und 2.4.2 gewonnen und in
der SDS-PAGE mit anschließendem Western Blot analysiert. Spur 1-8: Kotransfektionen
von pcziPol, pczHFVenvEM002, pMD9 mit pcziGag2 (wt), pcziPGL1 (L1), pcziPGL3 (L2),
pcziPGL2 (L3), pcziPGL1/2 (L1/3); pcziPGL1/3 (L1/2), pcziPGL2/3 (L2/3), pcziPGL1/2/3
(L1/2/3); Spur 9: pcDNA3.1zeo+ (mock); Spur 10-13: Kotransfektion von pcziGag2,
pcziPol, pczHFVenvEM002, pMD9, wobei das jeweilig angegebene Plasmid durch
pcDNA3.1zeo+ ersetzt wurde: ohne pcziPol (∆Pol), ohne pMD9 (∆RNA), ohne
pczHFVenvEM002 (∆Env), ohne pcziGag2 (∆Gag). A. Immunoblot mit anti-PFV Gag011
(α-Gag). B. Immunoblot mit anti-PFV Env LP1-86 (α-Env LP). C. Immunoblot mit anti-
PFV RT 15E10 & anti-PFV IN 3E11 (α-Pol).
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3.1.2. Herstellung und Analyse von PFV L-Domän-Mutanten im
replikations-defizienten FV Vektorsystem
Das 4-Plasmid-System, welches in den vorangegangenen Experimenten
Verwendung fand, hat den Vorteil, daß alle notwendigen Komponenten für die
Virusproduktion auf separaten Expressionsplasmiden in die Zellen eingebracht
werden und deren Expression voneinander unabhängig ist. Nachteil ist aber, daß die
Komponenten, aufgrund fehlender Regulation, nicht in ihrem natürlichen Verhältnis
zueinander vorliegen und in der Regel überexprimiert werden. Um zu prüfen, welche
Auswirkungen die L-Domän Mutationen im FV Vektorsystem haben, wurde ein 1-
Plasmid-System verwendet, bei dem das entstehende Virus aber nur einen
Replikationszyklus durchlaufen kann (siehe 2.4.1).
3.1.2.1. Klonierung der replikations-defizienten FV Vektor L-Domän-
Mutanten
Die verschiedenen L-Domän Konstrukte wurden in den replikations-defizienten
Foamyvirus Vektor pczDL001 kloniert, der für Gag, Pol und Env kodiert und
anstelle der bel1- und bel2-ORFs eine EGN (EGFP-Neomycin) Markergen Kassette
unter Kontrolle des SFFV U3-Promotors besitzt. Dieser Vektor enthält einen
chimären 5’-LTR, wobei die U3-Region durch den CMV-Promotor ersetzt wurde,
der die Genexpression antreibt (siehe 2.4.1) (Pietschmann et al. 2000).
Für die Klonierung wurde der Vektor pczDL001 mit MluI/SwaI linearisiert und
mit dem Insert pczDL001/MluI/XbaI, sowie je zwei Inserts die in Tab. 3-1 aufgeführt
sind, pro L-Domän Konstrukt ligiert.
Tab. 3-1: Verwendete Inserts mit Ursprungsvektor und verwendeten
Restriktionsenzymen für die Klonierung der FV Vektor L-Domän-
Mutanten
Konstrukt Plasmidname Insert
verwendete
Restriktionsenzyme
DL-L1 pczDL001-PGL1 pcziPGL1
pcziPGL1
XbaI/NcoI NcoI/SwaI
DL-L2 pczDL001-PGL3 pcziPGL3
pcziPGL1
XbaI/NcoI NcoI/SwaI
DL-L3 pczDL001-PGL2 pcziPGL2
pcziPGL2
XbaI/NcoI NcoI/SwaI
DL-L1/2 pczDL001-PGL1/3 pcziPGL1/3
pcziPGL1
XbaI/NcoI NcoI/SwaI
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Konstrukt Plasmidname Insert
verwendete
Restriktionsenzyme
DL-L1/3 pczDL001-PGL1/2 pcziPGL1/2
pcziPGL2
XbaI/NcoI NcoI/SwaI
DL-L2/3 pczDL001-PGL2/3 pcziPGL2/3
pcziPGL2
XbaI/NcoI NcoI/SwaI
DL-L1/2/3 pczDL001-PGL1/2/3 pcziPGL1/2/3
pcziPGL2
XbaI/NcoI NcoI/SwaI
Die eingefügten L-Domän Mutationen wurden in den neu konstruierten Vektoren
mittels Sequenzierung überprüft.
3.1.2.2. Analyse der Partikelfreisetzung und Infektiosität der FV Vektor L-
Domän-Mutanten
Für die Untersuchung der Auswirkung der Mutation potentieller L-Domän Motive
im 1-Plasmid-System wurden 293T-Zellen mittels Polyfect-Methode mit dem
Wildtyp pczDL001 Vektor, sowie dessen L-Domän Mutanten (DL-L) transfiziert.
Achtundvierzig Stunden n.T. wurden Zelllysate hergestellt und virale Partikel aus
dem Überstand über eine Sucrosekissen pelletiert, um anschließend im Immunoblot
näher charakterisiert zu werden.
In der Western Blot Analyse der L-Domän Mutanten im 1-Plasmid-System (Abb.
3-5) wurde deutlich, daß die Mutation des L3 YEIL Motivs einen negativen Einfluß
auf die Pol Expression hat, da dieses Motiv mit dem Pol Spleißakzeptor überlappt.
Dies zeigte sich deutlich dadurch, daß die L3-, L1/3-, L2/3- und L1/2/3-Mutanten
keine Gag Prozessierung aufwiesen, sondern nur der Gag Vorläufer p71Gag im Zell-
lysat und den Partikelpräparationen nachgewiesen werden konnte (Abb. 3-5A., Spur
3, 5, 7-8, 12, 14, 16-17). Weiterhin war mit Pol spezifischen Antikörpern im Zell-
lysat und in der Partikelpräparation bei den L3-Mutanten kein, oder nur schwach
Pol-Vorläuferprotein p127Pol und keine Prozessierungsprodukte von Pol p40IN und
p85PR/RT detektierbar (Abb. 3-5C., Spur 3, 5, 7-8, 12, 14, 16-17). Hingegen wurde die
Env Expression und Inkorporation in die viralen Partikel bei diesen Mutanten nicht
beeinträchtigt (Abb. 3-5B., Spur 3, 5, 7-8, 12, 14, 16-17). Alle anderen L-Domän
Mutanten verhielten sich vergleichbar, wie im 4-Plasmid-System (Vgl. Abb. 3-4
Spur 2, 4, 6 und Abb. 3-5 Spur 2, 4, 6, 11, 13, 15).
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Abb. 3-5: Zelluläre Expression und Partikelfreisetzung von PFV Gag L-
Domän Mutanten im 1-Plasmid-System
293T-Zellen wurden transfiziert mit pczDL001 (wt), pczDL001-PGL1 (DL-L1), pczDL001-
PGL3 (DL-L2), pczDL001-PGL2 (DL-L3), pczDL001-PGL1/2 (DL-L1/3), pczDL001-
PGL1/3 (DL-L1/2), pczDL001-PGL2/3 (DL-L2/3), pczDL001-PGL1/2/3 (DL-L1/2/3) und
pcDNA3.1zeo+ (mock). 48 Stunden n.T. wurden Zelllysate (ZL) und Partikel (PP) präpariert
und im Western Blot mit spezifischen Antiseren detektiert. A. Immunoblot mit anti-PFV
Gag011 (α-Gag). B. Immunoblot mit anti-PFV Env LP1-86 (α-Env LP). C. Immunoblot mit
anti-PFV RT 15E10 & anti-PFV IN 3E11 (α-Pol).
In der Partikelfreisetzung und Infektiosität zeigten die FV Vektor L-Domän
Mutanten einen ähnlichen Phänotyp (Abb. 3-6), wie im 4-Plasmid-System, wobei der
Effekt auf die Partikelfreisetzung nicht so drastisch war (Abb. 3-6A.). Die Partikel-
freisetzung war im Falle der PSAP L1-Mutante (DL-L1) im Vergleich zum Wildtyp
um das dreifache reduziert, wohingegen die L2 Mutation (DL-L2) keinen negativen
Einfluß hatte und die Mutation des YEIL L3 Motivs (DL-L3) die Partikelfreisetzung
um 20% verringerte (Abb. 3-6A.). Die Infektionseffizienzen der einzelnen Mutanten
entsprachen denen des 4-Plasmid-Systems (Abb. 3-6B.).
A.
B.
w
t
D
L-
L1
D
L-
L3
D
L-
L2
D
L-
L1
/3
D
L-
L1
/2
D
L-
L2
/3
D
L-
L1
/2
/3
m
oc
k
1 2 3 4 5 6 7 8 9
p71/p68Gag
α
-G
ag 72
gp28LP
gp38LP
gp130Env
α
- E
nv
 L
P
160
130
24
17 24
17
33
40
gp18LP
α
-P
ol
130
55
40
72
100
130
55
40
72
100
p40IN
p85PR/RT
p127PolC.
w
t
D
L-
L1
D
L-
L3
D
L-
L2
D
L-
L1
/3
D
L-
L1
/2
D
L-
L2
/3
D
L-
L1
/2
/3
m
oc
k
10 11 12 13 14 15 16 17 18kD
72
kD
ZL PP
Ergebnisse
91
Abb. 3-6: Analyse der Partikelfreisetzung und Infektiosität der L-Domän
Mutanten im 1-Plasmid-System
Transfektion von 293T-Zellen im 1-Plasmid-System mit wt pczDL001 (wt) bzw. L-Domän
Mutanten pczDL001-L (L). A. Quantifizierung der Partikelfreisetzung. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichung der Quantifizierung von Partikel-assoziierten Gag-
Protein, korrigiert für die zelluläre Gag Expression aus min. drei unabhängigen
Experimenten. B. Relative Infektionseffizienz der L-Domän Mutanten nach Titration von
extrazellulären Partikeln aus dem Überstand (ÜS) bzw. aus den Zellen gewonnene intra-
zellulären Partikeln (ZL) auf HT1080 Zielzellen. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichung aus min. drei unabhängigen Experimenten relativiert zu wt. Trans-
fektion von pcDNA3.1zeo (mock).
3.1.3. Elektronenmikroskopische Analyse der PFV L-Domän
Mutanten
Die bisherigen Untersuchungen lassen vermuten, daß es sich bei dem PFV PSAPP
Motiv um eine L-Domäne handelt. Hingegen hatte das PPPI Motiv, wenn ein
intaktes PSAP Motiv vorhanden war, keinen Einfluß auf die Partikelfreisetzung. Die
Mutation des YEIL Motivs ließ durch den kompletten Verlust der Infektiosität mit
nur geringfügig verringerter Partikelfreisetzung vermuten, das es sich hierbei eher
um ein Problem der Partikelmorphologie und Fitneß der Mutante handelte, als um
einen echten L-Domän Effekt. Um die Partikelmorphogenese und den Partikel-
freisetzungsprozeß der einzelnen Mutanten näher zu untersuchen, wurden
elektronenmikroskopische Aufnahmen von 293T-Zellen, transient transfiziert mit der
Kalziumphosphatmethode (siehe 2.3.2.1) mit den Einzelmutanten und einem
Wildtyp Konstrukt als Kontrolle, angefertigt. Dazu fanden das 1- und 4-Plasmid-
System Verwendung. Die Proben wurden 48 Stunden n.T. fixiert (siehe 2.4.7) und
zur weiteren Bearbeitung, sowie Anfertigung der EM-Aufnahmen zur Arbeitsgruppe
von Herr Prof. Dr. Zentgraf an das DKFZ Heidelberg geschickt.
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In den EM-Aufnahmen der Wildtyp Kontrolle wurden Ansammlungen nackter FV
Kapside im Zytoplasma gefunden (Abb. 3-7A.). Diese kennzeichneten sich durch
ihre elektronendichte, ringförmige Zusammenlagerung der Gag-Proteine, welche von
elektronendichten Material umgeben waren (Abb. 3-7A.). Weiterhin waren reife
virale Partikel sichtbar, die sich an der Plasmamembran bzw. an anscheinend
intrazellulären Membranen oder Einstülpungen der Plasmamembran abschnüren
bzw. schon frei vorliegen (Abb. 3-7B.-C.). FV Partikel kennzeichnen sich durch die
typischen stachelartigen Strukturen, sogenannte Spikes, die der trimere Komplex des
FV Glykoproteins ausbildet und die in die Hüllmembran eingelagert sind. Das elek-
tronendichte, runde Kapsid im Inneren des Viruspartikels gibt dem FV Partikel das
Aussehen eines unreifen Orthoretrovirus Partikel (Abb. 3-7B.).
In den Proben der L1-Mutante konnten nur wenig virale Partikel gefunden
werden, die sich bereits abgeschnürt hatten. In den meisten Aufnahmen waren
Kapside Membran-assoziiert, aber schienen frühzeitig arretiert im Freisetzungs-
prozeß. Dennoch wies die Membran in diesem Bereich die typischen PFV Env
Spikes auf (Abb. 3-7F.-H.). Die für L-Domän Mutanten typischen Stiel-artigen
Strukturen, wobei das knospenden Partikel über einen langen Membranstiel mit der
Plasmamembran verbunden bleibt und die Partikel somit im letzten Schritt der
Abschnürung aufgehalten sind (Gottlinger et al. 1991), konnten für die L1-Mutante
nur vereinzelt nachgewiesen werden (Abb. 3-7F.). Die nackten Kapside im
Zytoplasma zeigten keine Akkumulation, wie in den Wildtyp Proben, sondern lagen
eher einzeln verstreut. Auch das die Wildtyp Kapside umgebende elektronendichte
Material war nicht vorhanden (Abb. 3-7D.-E.). Dennoch war die typische
geschlossene Ringform der Kapside deutlich erkennbar (Abb. 3-7E.).
Die EM-Aufnahmen der PPPI L2-Mutante wiesen keine Unterschiede zu den
Wildtyp Proben auf. Es wurden Kapsid-Akkumulate im Zytoplasma gefunden,
ebenso wie an Membranen knospende und bereits abgeschnürte virale Partikel (Abb.
3-7I.-K.).
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Abb. 3-7: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von 293T-Zellen transient
transfiziert mit L-Domän Mutanten
293T-Zellen wurden mit den L-Domän Einzelmutanten im 4-Plasmid- (A., C., E.-F., I.-K.,
L.-N.) bzw. 1-Plasmid-System (B., D., G.-H., O.-Q.) transfiziert. Fortsetzung der
Beschreibung auf der folgenden Seite.
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Fortsetzung der Beschreibung zu Abb. 3-7
A.-C. Wildtyp PFV Gag Konstrukte pcziGag2 oder pczDL001; D.-H. Expressionskonstrukte
der L1-Mutante; I.-K. Expressionskonstrukte der L2-Mutante; L.-Q. Expressionskonstrukte
der L3-Mutante. Vergrößerungen: A. 52000x; B. 64000x; C. 40000x; D. 23500x; E. 33000x;
F. 52000x; G. 50000x; H. 45500x; I.-J. 55000x; K. 42000x; L. 34000x; M. 62000x; N.
100000; O. 54000; P.-Q. 62000x. Maßstab 100nm.
Den außergewöhnlichsten Phänotyp zeigte die L3 YEIL Mutante. Im Zytoplasma
fanden sich keine Kapside, sondern nur Ansammlungen von elektronendichtem
Material, welche als Gag-Protein Aggregationen gedeutet werden könnten (Abb.
3-7L.). Partikuläre Strukturen, welche die typischen Env Spikes aber keine ring-
förmigen Kapside aufwiesen, fanden sich an den Membranen oder im extrazellulären
Raum (Abb. 3-7M.-Q.). Diese membranumhüllten Partikel waren von sehr unter-
schiedlicher Größe und Form und enthielten elektronendichte, punktförmige
Proteinaggregate, die eventuell aus falsch zusammengelagertem Gag-Protein
bestehen könnten (Abb. 3-7M.-O.). Weiterhin wurden auch keine ringförmigen FV
Kapside gefunden, die mit der Membran assoziiert vorlagen (Abb. 3-7P.-Q.).
Die Ergebnisse der EM-Analyse wiesen darauf hin, daß das PSAP, im Gegensatz
zum PPPI Motiv eine klassische L-Domän Funktion besitzt, wohingegen das YEIL
Motiv eine Funktion im Kapsid Zusammenbau zu haben scheint.
3.1.4. L-Domän Revertanten
L-Domänen sind in der Lage relativ autonom zu fungieren, daß heißt sie können
die Virusfreisetzung auch dann unterstützen, wenn sie zwischen verschiedenen
Virusspezies ausgetauscht oder an eine unnatürliche Position im Virusgenom plaziert
werden (Parent et al. 1995). Diese funktionelle Austauschbarkeit der L-Domänen ist
aber nicht universell gegeben (Strack et al. 2002; Martin-Serrano et al. 2004).
Die vorangegangenen Experimente lassen den Schluß zu, daß das L1 PSAPP
Motiv die funktionelle L-Domäne von PFV ist. Um zu untersuchen, ob der L-Domän
Effekt der L1-Mutante durch das Einführen homo- und heterologer L-Domänen
anderer Virusspezies aufgehoben werden kann, wurden die in Abb. 3-8 dargestellten
L1 Revertanten hergestellt. Diese tragen anstelle des PSAPP Motivs kurze Peptide,
die zum einen das homologe HIV-1 p6 PTAP L-Domänen Motiv beinhalten (∆L1-
HIV), zum anderen die heterologe PPPY L-Domäne des RSV p2b-Proteins (∆L1-
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RSV) bzw. die heterologe EIAV L-Domäne YPDL aus dem EIAV p9-Protein (∆L1-
EIAV).
Abb. 3-8: Schematische Darstellung der L-Domän Revertanten
Darstellung des PFV Gag-Proteins mit p68 und p3. Die Lage der potentiellen L-Domän
Motive ist als graue Box angezeigt. Darunter ist die As Sequenz im Bereich der L1- und L3-
Domäne des wt PFV Gag-Proteins und der L1 und L3 Revertanten dargestellt. Die L-Domän
Motive sind fett markiert. Die As Sequenz die anstelle des PFV L1 bzw. L3 Motivs
eingefügt wurden, ist kursiv, die darin enthaltene L-Domäne kursiv/fett dargestellt.
Die eingeführten 11 bis 18 As kurzen Peptidsequenzen wurden nach Angaben in
der Literatur gewählt (Puffer et al. 1997; Yuan et al. 2000), da bekannt ist, daß die
nähere Umgebung der L-Domäne eine wichtige Rolle bei ihrer Funktion spielt
(Strack et al. 2002).
Desweiteren wurden L3 YEIL Austausch-Mutanten hergestellt (siehe Abb. 3-8),
um festzustellen, ob die Infektiosität der L3-Mutante durch das Einfügen von
heterologen L-Domänen wieder hergestellt werden kann.
3.1.4.1. Herstellung und Analyse von PFV PSAP L-Domän-Austausch-
Mutanten
Die heterologen L-Domänen wurden in den Vektor pcziPGL1 eingeführt, wobei
die L1 Alaninmutation entfernt und durch das die L-Domäne enthaltende Peptid aus
HIV, RSV bzw. EIAV ersetzt wurde. Für die Klonierung der L1 Revertanten ∆L1-
RSV und ∆L1-HIV wurden die Overlap PCR Produkte, die in Tab. 3-2 aufgeführt
sind, mit Xba I und BglII verdaut und mit dem Vektorfragment pcziPGL1/
BamHI/XhoI und den beiden Insert Fragmenten pcziPGL1 BamHI/XbaI und
pcziPGL1/BglII/XhoI ligiert.
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Diese Klonierungsstrategie konnte nicht für das ∆L1-EIAV Konstrukt verwendet
werden, da im EIAV p9 Fragment bereits eine BglII Schnittstelle vorhanden war.
Daher wurde der Vektor pcziPGL1 mit BamHI/XhoI geöffnet und mit den beiden
Inserts pcziPGL1/NcoI/XhoI und pcziPGL1/BamHI/XbaI und dem Overlap-PCR-
Fragment OverlapEIAV, welches zuvor mit NcoI und XbaI verdaut wurde, ligiert. Zur
Herstellung des Overlap-PCR-Fragmentes wurden zwei PCR-Fragmente von
pcziPGL1 mit den Primerpaaren 2071/2157 und 2158/2087 amplifiziert und
anschließend mit den äußeren Primern 2071/2087 zusammengefügt.
Alle PCR-Fragmente wurden nach der Klonierung mittels Sequenzierung auf ihre
Korrektheit überprüft.
Tab. 3-2: PCR-Fragmente und dazugehörige Matrizen sowie Primerpaare für
die Klonierung der PFV L-Domän Revertanten
Konstrukt Vektorname PCR-Produkt Matrize Primerpaar
∆L1-RSV pczi∆PGL1-RSVp2b PCR1RSV pcziPGL1 2071 + 2155
PCR2RSV pcziPGL1 2156 + 2087
OverlapRSV PCR1RSV +
PCR2RSV
2071 + 2087
∆L1-HIV pczi∆PGL1-HIV1p6 PCR1HIV pcziPGL1 2071 + 2202
PCR2HIV pcziPGL1 2201 + 2087
OverlapHIV PCR1HIV +
PCR2HIV
2071 + 2087
Die Analyse der ∆L1 Domän Austausch-Mutanten erfolgte im 4-Plasmid-System,
wobei pcziPol, pczHFVenvEM002 und pMD9 in 293T-Zellen kotransfiziert wurden.
Nach standardmäßiger Partikelpräparation und Zelllysat Herstellung wurden die
Mutanten zuerst auf ihre zelluläre Expression und Partikelfreisetzung hin untersucht
(Abb. 3-9A.-B.). Es stellte sich heraus, daß alle Konstrukte in vergleichbaren
Mengen zum Wildtyp exprimiert wurden. Die Prozessierung des Gag-Proteins der
∆L1-HIV Mutante schien beeinträchtigt zu sein, da hauptsächlich p71Gag
nachgewiesen werden konnte (Abb. 3-9B. Spur 1 bis 5).
Die Quantifizierung der Partikelfreisetzung der Revertanten zeigte, daß die HIV-1
p6 PTAP L-Domäne und die RSV p2b PPPY L-Domäne in der Lage sind, den L-
Domän Mutanten Effekt der PFV L1-Mutante komplett aufzuheben (Abb. 3-9A. und
Abb. 3-9B. Spur 7-9, 11). Beide Revertanten wiesen sogar eine zwei- bis dreifach
gesteigerte Partikelfreisetzungseffizienz im Vergleich zum wt PFV auf (Abb. 3-9A.).
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Wohingegen die Einführung der EIAV p9 YPDL L-Domäne nur zu einem etwa
zweifachen Anstieg der Partikelfreisetzung im Vergleich zur L1-Mutante führte, was
etwa 15% des Wildtyps entsprach (Abb. 3-9A.).
Abb. 3-9: Analyse von PFV Gag L1-Domän Revertanten
Virale Partikel wurden durch Polyfect Transfektion von 293T-Zellen im 4-Plasmid-System
hergestellt. Dazu wurden wt Gag pcziGag2 (wt), L1-Domän Mutante pcziPGL1 (L1) bzw.
Gag ∆L1 L-Domän Austausch-Mutanten pczi∆PGL1-RSVp2b (∆L1-RSV), pczi∆PGL1-
EIAVp9 (∆L1-EIAV), pczi∆PGL1-HIV1p6 (∆L1-HIV) mit pcziPol, pczHFVenvEM002 und
pMD9 kotransfiziert. Transfektion von pcDNA3.1zeo+ alleine (mock). A. Quantifizierung
der Partikelfreisetzung. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichung der
Quantifizierung von Partikel-assoziierten Gag-Protein, korrigiert für die zelluläre Gag
Expression aus min. drei unabhängigen Experimenten. B. Immunoblot mit einer Mischung
aus anti-PFV Gag011 (α-Gag) und anti-PFV Env LP1-86 (α-Env LP). C. Relative Infek-
tionseffizienz extrazellulärer Partikel aus dem Überstand (ÜS) bzw. aus den Zellen
gewonnenen intrazellulären Partikeln (ZL) nach Titration auf HT1080 Zielzellen. Dargestellt
sind die Mittelwerte und Standardabweichung aus min. drei unabhängigen Experimenten
relativiert zum wt.
Die Untersuchung der Infektiosität der L1 Revertanten ergab ein ähnliches Bild
wie die Partikelfreisetzung. L-Domänen von HIV und RSV waren in der Lage die
Infektiosität von viralen Partikeln der L1-Mutante im Zellkulturüberstand komplett
zu retten, wohingegen die Infektionseffizienz intrazellulärer Partikel jeweils noch auf
etwa 70 bis 80% des Wildtyplevels gesteigert werden konnte (Abb. 3-9C.). Im
Gegensatz dazu konnte durch das Einführen der EIAV L-Domäne die Infektiosität
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der Partikel im Überstand nur auf 4% im Vergleich zum Wildtyp angehoben werden,
während die intrazelluläre Infektiosität, ähnlich den HIV und RSV L-Domän
Revertanten, fast bis auf Wildtyplevel gerettet wurde (Abb. 3-9C.). Obwohl die
EIAV Revertante (∆L1-EIAV) nur etwa zweifach mehr Partikel freisetzte als die L1-
Mutante, wurde die Infektiosität durch Einführung des YPDL Motivs um das 30- bis
40-fache gesteigert im Vergleich zur L1-Mutante (Abb. 3-9A.-C.).
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Funktion der PFV PSAP L-
Domäne durch die analoge HIV-1 p6 PTAP Domäne, aber auch die heterologe RSV
p2b PPPY Domäne funktionell ersetzt werden kann. Im Gegensatz dazu ist das
EIAV p9 YPDL L-Domän Motiv nicht in der Lage, den L-Domän Defekt der PFV
PSAP Mutante zu beheben, sie übt aber einen positiven Effekt auf die Infektiosität
aus.
3.1.4.2. Analyse von PFV L3 L-Domän Austausch-Mutanten
In den vorangegangenen Experimenten konnte bewiesen werden, daß das PFV
PSAP Motiv eine L-Domän Funktion besitzt, da eine deutliche Reduktion von
Partikelfreisetzung und Infektiosität der Mutante zu verzeichnen und in EM-
Aufnahmen ein klassischer L-Domän Phänotyp zu beobachten war. Weiterhin war
das PSAP Motiv durch homo- und heterologe L-Domänen anderer Virusspezies
funktionell austauschbar.
Die Mutation des PFV L3 YEIL Motivs führte nur zu einer geringfügig
reduzierten Partikelfreisetzung, aber zu einem kompletten Verlust der Infektiosität
der Partikel, was darauf hindeuten würde, daß dieses Motiv keine klassische L-
Domän Funktion besitzt. Um zu überprüfen, ob das YEIL Motiv durch heterologe L-
Domänen von HIV-1 (PTAP), RSV (PPPY) oder EIAV (YPDL) funktionell ersetzt
werden kann, wurden L3 L-Domän Austausch-Mutanten untersucht (Abb. 3-8,
(Mannigel et al. 2007)).
Die Analyse der L3 L-Domän Revertanten auf ihre Partikelfreisetzung und
Infektiosität erbrachte keine Unterschiede im Phänotyp zur L3-Mutante (Abb. 3-10
und (Mannigel et al. 2007)). Die Partikelfreisetzungseffizienz konnte durch das
Einführen heterologer L-Domänen nicht erhöht (Abb. 3-10A.) und auch die
Infektiosität nicht wieder hergestellt werden (Abb. 3-10B.), wobei eine normale Gag
Prozessierung und Env Inkorporation zu beobachten war (Mannigel et al. 2007).
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Die heterologen L-Domänen waren offensichtlich nicht in der Lage den Phänotyp
der L3-Mutante zu ersetzen und bestätigen den Befund, daß das PFV YEIL Motiv
nicht als klassische L-Domäne fungiert.
Abb. 3-10: Analyse von PFV Gag L3 L-Domän Revertanten
Dargestellt ist die Partikelfreisetzungseffizienz und relative Infektiosität der L3 L-Domän
Austausch-Mutanten. Die Partikel wurden hergestellt durch transiente Transfektion von
293T-Zellen mit dem 4-Plasmid-System mit pMD9, pcziPol, pczHFVEnv EM002 und
entweder pcziGag2 (wt), pczi PGL2 (L3), pcziPG ∆L3-HIV (∆L3-HIV), pcziPG ∆L3-EIAV
(∆L3-EIAV) oder pcziPG ∆L3-RSV (∆L3-RSV). Als Kontrolle dienten Zellen transfiziert
mit pcDNA3.1zeo+ (mock). A. Quantifizierung der Partikelfreisetzung. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichung von Partikel-assoziierten Gag Protein korrigiert für die
zelluläre Gag Expression aus min. drei unabhängigen Experimenten. B. Infektionseffizienz
der Partikel des Überstandes (ÜS) und intrazellulärer Partikel (ZL) im EGFP-Markergen
Transfer Assay nach Infektion von HT1080-Zielzellen. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichung aus min. drei unabhängigen Experimenten.
3.1.5. Funktionelle Charakterisierung des PFV Gag YEIL
Motivs
Die PFV Gag YEIL L3-Mutante zeigte in den vorangegangenen Studien einen
sehr interessanten Phänotyp. Der nur marginal, etwa um das drei- bis fünffache,
verringerten Partikelfreisetzungseffizienz stand ein kompletter Verlust der Infek-
tiosität dieser Mutante gegenüber, wobei eine normale Gag Prozessierung, sowie Pol
und damit auch RNA Inkorporation, bei Transfektion im 4-Plasmid-System im
Western Blot nachgewiesen werden konnte (siehe 3.1.1.2). Alle für die Bildung von
infektiösen Partikeln notwendigen Bestandteile schienen somit in den Virionen
vorhanden zu sein. In den EM-Analysen allerdings zeigte sich, daß das YEIL Motiv
anscheinend in der Kapsidbildung involviert ist, denn im Zytoplasma von trans-
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fizierten Zellen konnten keine typischen Kapsidstrukturen nachgewiesen werden.
Die von den Zellen freigesetzten virusähnlichen Partikel waren von abnormaler
Größe und Form und enthielten keine Kapside, sondern nur punktförmige,
elektronendichte Aggregate, die auf Gag Protein Ansammlungen schließen ließen
(siehe 3.1.3).
Der Verlust der Infektiosität der YEIL Mutante könnte somit auf die aberrante
Kapsidstruktur und nicht auf das Fehlen von essentiellen Virusbestandteilen zurück-
zuführen sein.
3.1.5.1. Analyse von Punktmutanten des PFV Gag YEIL Motivs
Um die Funktion des YEIL Motivs im FV Replikationszyklus näher zu
charakterisieren, wurde eine Alaninscan Mutagenese durchgeführt. Dafür wurden die
einzelnen As des YEIL Motivs und die zwei flankierenden As Glyzin (G468) und
Leuzin (L469), die innerhalb der FV hochkonserviert sind, zu Alanin substituiert und
die Mutanten hinsichtlich ihrer Partikelfreisetzungseffizienz untersucht (Abb. 3-11).
Die Gag Mutanten und eine wt Kontrolle wurden im 4-Plasmid-System mit
pcziPol, pczHFVEnv EM002 und pMD9 in 293T-Zellen kotransfiziert und 48
Stunden später Zelllysate hergestellt und die viralen Partikel präpariert, um im
Western Blot analysiert und quantifiziert zu werden (Abb. 3-11).
Die Y464A-, L467A-, G468A- und L469A-Mutanten zeigten eine Partikelfreisetzung
ähnlich der ursprünglichen L3-Mutante, mit etwa dreifach reduzierter Freisetzung im
Vergleich zum wt. Eine zur L3-Mutante deutlich verringerte Partikelbildung wies die
I466A-Mutante auf, wohingegen die E465A Substitution keinen Einfluß auf die
Partikelfreisetzung hatte (Abb. 3-11). Obwohl die Alaninsubstitutionen
unterschiedlich auf die Partikelbildung wirkten, waren keine Differenzen in der
zellulären Expression und Prozessierung der viralen Proteine, wie der Gag
Prozessierung, Pol-Inkorporation und -Prozessierung, sowie dem Env Gehalt in den
viralen Partikeln zu verzeichnen (Mannigel et al. 2007).
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Abb. 3-11: Schematische Darstellung der PFV Gag YEILGL Mutanten und
deren Partikelfreisetzungseffizienz
Schematische Darstellung des PFV Gag Proteins mit p68 und p3. Die Lagen der
mutmaßlichen L-Domänen sind als graue Boxen angezeigt. Darunter ist die As Sequenz des
L3 Motivs mit flankierenden As dargestellt. Das YEIL Motiv ist fett gedruckt, die in den
Mutanten veränderten As fett und schräg markiert. Im Diagramm auf der rechte Seite ist die
entsprechende Partikelfreisetzungseffizienz der Einzelmutanten abgebildet. Diese wurde
durch Transfektion von 293T-Zellen im 4-Plasmid-System, wie unter 3.1.5.1 beschrieben
mit anschließender Partikelpräparation und Western Blot Analyse ermittelt. Dargestellt sind
die Mittelwerte und Standardabweichung aus min. drei unabhängigen Experimenten. SA:
Spleißakzeptor.
3.1.5.2. Analyse der Nukleinsäurekomposition und RT-Aktivität
Anschließend wurde die Infektiosität der Punktmutanten analysiert (Tab. 3-3).
Dabei stellte sich heraus, daß die meisten Mutanten, ähnlich der L3-Mutante, keine
Infektiosität aufwiesen (Y464A, I466A, L467A, L469A), wohingegen die
Infektionseffizienz der E465A-Mutante dem wt glich. Einen besonderen Phänotyp
zeigte die G468A-Mutante, denn deren relative Infektiosität der Partikel im Überstand
war auf etwa 7% des wt reduziert (Tab. 3-3). Wenn die Virusproduktion aber bei
30°C und nicht, wie normal bei 37°C durchgeführt wurde, stieg die Infektiosität der
viralen Partikel der G468A auf etwa 50% des wt (Mannigel et al. 2007). Diese
Mutante wies einen Temperatur-sensitiven Phänotyp auf, der bei keiner der anderen
Punktmutanten beobachtet werden konnte (Mannigel et al. 2007).
FV weisen eine Besonderheit in ihrer Replikationsstrategie auf, die sie mit den
Hepadnaviren verbindet, denn ihr RNA Genom wird noch innerhalb der virus-
produzierenden Zelle zu DNA revers transkribiert (Moebes et al. 1997). Obwohl FV
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in ihre neu zusammengebauten Kapside zuerst das foamyvirale RNA Genom
verpacken, konnte gezeigt werden, daß nur Partikel-assoziierte DNA und nicht die
RNA das infektiöse Genom darstellen (Yu et al. 1999).
Um den Defekt der YEILGL Punktmutanten detaillierter zu untersuchen, wurden
die Mutanten auf RNA Verpackung und reverse Transkription ihres Genoms
analysiert. Ein indirekter Beweis dafür, daß die Mutanten RNA verpacken, war das
Vorhandensein von prozessieren p68Gag in den Viruspartikeln (Mannigel et al. 2007),
denn das Gag-Protein wird durch die virale Protease gespalten. Diese wird im Pol-
Vorläuferprotein nur über die Interaktion mit der viralen RNA in die Kapside
verpackt (Heinkelein et al. 2002). Um eine genaue Aussage über das Vorhandensein
von RNA bzw. DNA in den viralen Partikeln machen zu können, wurden Real-Time-
PCR Analysen durchgeführt.
Tab. 3-3: relative Infektiosität, RNA und DNA Gehalt der PFV Gag YEILGL
Punktmutanten
Interessante Phänotype der Mutanten E465A und G468A sind hervorgehoben. n.a.: nicht
analysiert.
Konstrukt relative Infektiosität
in %
relativer RNA
Gehalt in %
relativer DNA
Gehalt in %
wt 100 100 100
∆RT n.a. 264,96 ± 138,74 0,21 ± 0,28
L3 0,03 ± 0,01 199,13 ± 146,62 0,61 ± 0,53
Y464A 0,03 ± 0,02 227,79 ± 168,61 0,46 ± 0,53
E465A 135,62 ± 28,27 163,04 ± 149,88 149,38 ± 129,76
I466A 0,03 ± 0,01 96,37 ± 109,55 1,57 ± 0,93
L467A 0,03 ± 0,01 167,99 ± 126,01 0,63 ± 0,50
G468A 6,7 ± 1,56 153,70 ± 83,39 35,38 ± 25,90
L469A 0,03 ± 0,01 175,85 ± 148,03 0,44 ± 0,48
mock 0,03 ± 0,01 n.a. n.a.
Für die Real-Time-PCR wurden die Gag Punktmutanten, sowie wt Gag im 4-
Plasmid-System in 293T-Zellen kotransfiziert. Als Kontrolle wurde wt Gag im 4-
Plasmid-System mit einem Pol Konstrukt (∆RT), welches eine inaktive Reverse
Transkriptase exprimiert, kotransfiziert. Um transfizierte DNA im Zellkulturüber-
stand zu entfernen, wurden vor und nach der Partikelpräparation DNase I und RNase
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A Behandlungen, wie unter 2.4.5 beschrieben, durchgeführt. Anschließend wurden
die Nukleinsäuren aus den Partikeln mit dem QIAamp viral RNA Minikit von
Qiagen extrahiert. Für die Analyse des RNA Gehalts wurden die extrahierten
Nukleinsäuren für 30 min bei 37°C mit 2 U DNase I (DNA-freeTM, Ambion) in
einem Gesamtvolumen von 18 µl behandelt und die Reaktion mit dem DNase
inactivation reagent (DNA-freeTM, Ambion) nach Protokoll des Herstellers gestoppt.
Anschließend erfolgte die reverse Transkription der RNA Probe in cDNA mit dem
SuperScript II reverse transcriptase Kit (Invitrogen) und dem Oligo (dT)30 Primer
2279.
Zum Schluß wurden die revers transkribierte cDNA Probe (gibt Aufschluß über
den RNA Gehalt) und eine unbehandelte Probe (gibt Aufschluß über den DNA
Gehalt) in der Real-Time-PCR, wie unter 2.4.6 beschrieben, eingesetzt. Mit Hilfe der
Primer 2235 und 2236 wurde dabei ein Teil des egfp-Gens amplifiziert, welches der
foamyvirale Vektor pMD9 beinhaltet. Um eine Quantifikation der Daten vornehmen
zu können, wurde während der Real-Time-PCR eine Reihe von Verdünnungen des
Plasmidstandards p6DAL1, einem lentiviralen Vektor mit EGFP-Kassette, mitge-
führt. Der DNA bzw. RNA Gehalt der Punktmutanten und der ∆RT Kontrolle wurde
in min. drei Experimenten als relativer Gehalt im Vergleich zur wt Kontrolle
bestimmt. Die Werte wurden weiterhin auf die im Immunoblot quantifizierte relative
Partikelfreisetzung der individuellen Mutanten normalisiert.
Die Real-Time-PCR Analysen erbrachten den Nachweis, daß alle Punktmutanten
und auch die ∆RT Mutante effizient die Vektor RNA verpacken (Tab. 3-3).
Wohingegen zwischen den Mutanten starke Unterschiede im DNA Gehalt bestanden.
Die nicht infektiösen L3-, Y464A-, I466A-, L467A- und L469A-Mutanten enthielten,
ebenso wie die ∆RT-Mutante, 70- bis 200-fach weniger DNA Kopien pro Partikel,
im Vergleich zur wt Probe (Tab. 3-3). Diese geringe Menge an reversen Transkript
von ca. 0,3% relativen DNA-Gehalts der ∆RT Kontrolle im Vergleich zum wt
reflektierte das Detektionslimit der Real-Time-PCR und könnte restlichen DNA-
Kopien der transfizierten Plasmid-DNA, die durch die intensive DNase I Behandlung
vor der Nukleinsäureextraktion nicht entfernt werden konnte, entstammen. Die
E465A-Mutante hingegen wies ähnliche Mengen an DNA auf, wie wt. Wohingegen
der DNA Gehalt der G468A-Punktmutante etwa um das dreifache im Vergleich zum
wt reduziert war (Tab. 3-3).
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Alle YEILGL Punktmutanten enthielten virale RNA, nachgewiesen in der Real-
Time-PCR Analyse, weiterhin konnte im Western Blot das Pol-Protein und somit
auch Reverse Transkriptase (RT) Inkorporation nachgewiesen werden. Dennoch
waren die meisten Mutanten nicht in der Lage ihr RNA Genom in DNA revers zu
transkribieren. Um zu überprüfen, ob die inkorporierte RT enzymatisch aktiv ist,
wurde die Partikel-assoziierte RT Aktivität mit Hilfe eines kommerziellen RT-
Assays (RetroSys C-type RT activity assay kit) überprüft. Dabei konnte für alle
Mutanten eine RT Aktivität festgestellt werden. Diese war jedoch bei der I466A-
Mutante etwa fünffach reduziert und bei allen anderen Mutanten etwa zwei- bis
dreifach niedriger als der wt. Die RT down Mutante (∆RT) zeigte, wie erwartet, eine
geringe Hintergrund RT Aktivität, die ca. 300-fach niedriger als der wt lag
(Mannigel et al. 2007). Die Daten sprechen dafür, daß die inkorporierte RT in vitro
enzymatisch aktiv ist, aber in vivo anscheinend nicht bei allen Gag Mutanten die
nötigen Umgebungsbedingungen vorfindet, um aktiv zu sein.
3.1.5.3. Analyse der Partikelmorphogenese ausgewählter Einzelmutanten
Die bisherigen EM Analysen der L3 YEIL Mutante zeigten eine ungewöhnliche
Kapsidstruktur, mit punktförmigen Gag-Protein Aggregaten im Zytoplasma und den
freigesetzten Partikeln (Abb. 3-7L.-Q). Um die Rolle des YEILGL Motivs innerhalb
der FV Partikelmorphogenese näher zu analysieren, wurden daher von der Arbeits-
gruppe von Herr Prof. Zentgraf EM-Aufnahmen von 293T-Zellen, transfiziert mit
verschiedenen Einzelmutanten, sowie pcziPol, pczHFVEnv EM002 und pMD9,
angefertigt.
In Abb. 3-12 sind typische EM-Aufnahmen von wt PFV, den Y464A-, E465A- und
G468A-Gag-Mutanten dargestellt. Als Beispiel für die Gruppe von Mutanten die
keine Infektiosität aufwiesen und nicht in der Lage waren, ihr RNA Genom in DNA
revers zu transkribieren, wurden EM-Bilder von der Y464A-Mutante aufgenommen
(Abb. 3-12C. und D.). Diese zeigt ähnlich der L3-Mutante punktförmige,
elektronendichte Proteinaggregate im Zytoplasma, die Akkumulate von aberrant
gefalteten Gag-Protein darstellen könnten (Abb. 3-12C.). An den Zytoplasma-
membranen konnten knospende Strukturen mit den typischen Env Spikestrukturen
detektiert werden, wobei wiederum kein FV Kapsid, sondern nur elektronendichtes
Material, zu sehen war (Abb. 3-12D.).
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Abb. 3-12: Elektronenmikroskopische Analyse ausgewählter PFV Gag Punkt-
mutanten
293T-Zellen wurden im 4-Plasmid-System transfiziert mit Expressionskonstrukten für: A.,
B. Wildtyp PFV Gag (pcziGag2); C., D. PFV Gag Y464A (pcziPG Y464A); E., F. PFV Gag
E465A (pcziPG E465A); G.-J. PFV Gag G468A (pcziPG G468A). Vergrößerungen: A. 31500x;
B.-C. 20100x; D. 31500x; E. 12500x; F. 25000x; G.-H. 21000x; I.-J. 55000x; Maßstab
200nm.
wt
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E465A
G468A
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ZP
ZP
ZK
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Wie anhand der bisherigen Ergebnisse zu erwarten war, zeigte die E465A-Mutante
den gleichen morphologischen Phänotyp, wie wt, mit Akkumulationen von nackten
Kapsiden im Zytoplasma (Abb. 3-12A. und E.) und knospenden viralen Partikeln an
den Membranen (Abb. 3-12B. und F.).
Der temperatur-sensitive Phänotyp der Gag Mutante G468A konnte auch in den
EM-Aufnahmen bestätigt werden (Abb. 3-12G.-J.). Wurden die transfizierten Zellen
bis zur Fixierung bei 37°C inkubiert, konnten ähnlich der L3-Mutante hauptsächlich
elektronendichtes Material und nur wenige normal geformte Kapside im Zytoplasma
gefunden werden (Abb. 3-12G.-H.). Wenn die Zellen vor der Fixierung allerdings
ü.N. bei 30°C gelagert wurden, dann waren mehr normal gestaltete Kapside zu
verzeichnen. Wobei diese dennoch häufig eine offene, hufeisenförmige Struktur
aufwiesen, wie sie für p68/p71 Gag Spaltstellen-Mutanten beschrieben ist (Abb.
3-12I.-J., (Fischer et al. 1998)).
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3.2. Charakterisierung essentieller Sequenzmotive im PFV Env
für die subvirale Partikelfreisetzung
Das FV Glykoprotein spielt eine entscheidende Rolle im foamyviralen
Replikationszyklus, denn die Koexpression von FV Gag und Env ist für die
Freisetzung viraler Partikel absolut essentiell. Bei anderen Retroviren sind alle
notwendigen Strukturen für die Knospung im Gag-Protein enthalten, so daß diese
auch ohne Env als VLP an Membranen knospen können. FV Gag alleine ist dazu
nicht in der Lage. Bei separater Expression von FV Env konnte hingegen, ähnlich
wie bei Hepadnaviren (Bruss and Ganem 1991), oder auch anderen
membranumhüllten Viren, wie Coronaviren (Vennema et al. 1996), Flaviviren
(Allison et al. 1995) oder Rhabdoviren (Rolls et al. 1994), eine Freisetzung von
Kaspid-losen, Env-haltigen Membranvesikeln, sogenannten subviralen Partikeln
gezeigt werden (Shaw et al. 2003; Stanke et al. 2005). Beide FV Proteine, Gag und
Env, scheinen somit essentielle Sequenzmotive für den Freisetzungsprozeß zu
tragen. Im Wildtyp FV ist die SVP-Freisetzung, aber dennoch ein recht ineffizienter
Prozeß, dessen mechanistischer Hintergrund nicht nur bei FV bisher völlig unklar ist.
Vor einiger Zeit konnte gezeigt werden, daß das FV Env LP ubiquitinyliert wird
und das diese Ubiquitinylierung die SVP-Freisetzung reguliert (Stanke et al. 2005).
Eine Mutante bei der alle potentiellen Ubiquitinylierungsstellen in der
zytoplasmatischen Domäne zyD des Env LPs mutiert wurden (∆Ubi = EM140),
zeigte eine drastisch erhöhte SVP-Freisetzung, etwa 20- bis 50-fach stärker als wt
PFV (Stanke et al. 2005).
Bisher ist nichts über spezifische Glykoprotein Determinanten bekannt, die an der
PFV SVP-Bildung und Freisetzung beteiligt sind. Es konnten auch keine Sequenz-
motive in den zyD von PFV Env identifiziert werden, die Ähnlichkeit mit den
bekannten L-Domän Konsensussequenzen aufweisen. Die EM140-Mutante, die in
Abb. 3-13 dargestellt ist, sollte aufgrund ihrer sehr hohen SVP-Freisetzung in den
folgenden Deletions- und Mutationsanalysen als Basis dienen, um essentielle
Sequenzmotive für die SVP-Freisetzung im PFV Env zu identifizieren.
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Abb. 3-13: Schematische Darstellung der PFV Env ∆Ubi Mutante EM140
Schematische Organisation des PFV Env-Proteins. Das komplette Leaderpeptid am N-
Terminus mit Angabe der Position der potentiell ubiquitinylierten Lysine (K) im PFV Env
EM002 (wt) und den mutierten Lysinen zu Arginin (R, rot markiert) in PFV Env EM140
(∆Ubi) ist vergrößert dargestellt. LP: Leaderpeptid; SU: Oberflächen-Untereinheit; TM:
Transmembran-Untereinheit; h: hydrophobe Region im PFV Env LP; FP: Fusionspeptid;
MSD: Membranspannende-Domäne; Y: N-Glykosylierung.
3.2.1. Herstellung und Charakterisierung von C-terminalen PFV
Env Deletionsmutanten
In der Arbeitsgruppe waren schon eine Reihe von PFV Glykoprotein Mutanten
mit C-terminalen Deletionen auf EM002 Basis (wt, siehe Abb. 3-13) vorhanden.
Diese wurden für die Analyse der SVP-Freisetzung in den EM140 (∆Ubi) Kontext
umkloniert (Abb. 3-14).
Die ursprünglichen Deletionsmutanten pcHFE-1, pcHFE-2, pczHFVEnvEM031
und pcHFE-3 wiesen ausgehend von der zytoplasmatischen Domäne von TM
sukzessive Deletionen bis einschließlich der membranspannenden Domäne auf (siehe
Abb. 3-14), wobei pcHFE-1 bis As 981 (∆C981), pcHFE-2 bis As 975 (∆C975),
pczHFVEnvEM031 bis As 960 (∆C960) und pcHFE-3 bis As 937 (∆C937) deletiert
waren (Pietschmann et al. 1999). Die Deletionsmutante pcHFE-3Pi (∆C937Pi)
basierte auf pcHFE-3 mit komplett deletierter MSD bis As 937 C-terminal fusioniert
mit der Signalsequenz für einen Glykosylphosphatidylinositol-Anker (Gpi-Anker)
der humanen Alkalischen Phosphatase, der dieses Protein mit der Plasmamembran
verbinden sollte (Pietschmann et al. 1999).
K53K34K18K14K15 h
PFV Env
1
LP SU TM
MSDFPh
126/127 571/572
1 126
EM002 (wt)
R53R34R18R14R15 h
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EM140 (∆Ubi)
Y Y Y YY Y YYY Y Y Y Y Y
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Abb. 3-14: Schematische Darstellung der C-terminalen PFV Env Deletions-
mutanten
Darstellung des PFV Env-Proteins. Der Bereich der TM-Untereinheit, der die Deletionen
umfaßt, ist vergrößert mit As Sequenz dargestellt. Die membranspannende Domäne von
PFV Env TM ist durch einen schwarzen Balken und Angabe der flankierenden As
Positionen gekennzeichnet. Die Lage von Lysinen in der TM-Untereinheit ist hervor-
gehoben. Angegeben sind die As Positionen für die einzelnen Verkürzungen, wobei diese
jeweils im wt (EM002) Kontext (schwarze Beschriftung) bereits vorhanden waren und im
∆Ubi (EM140) Kontext (graue Beschriftung) neu hergestellt wurden. Die Mutanten HFE-3Pi
und EM164 enthalten C-terminal fusioniert die Signalsequenz (SAAGTTDAAHPGRSVV
PALLPLLAGTLLLLETATAP) für das Anhängen eines Gpi-Ankers.
Die C-terminal trunkierten PFV Env Formen im EM140 Kontext (∆Ubi ∆C981;
∆Ubi ∆C975; ∆Ubi ∆C960; ∆Ubi ∆C937 und ∆Ubi ∆C937Pi) wurden durch den
Austausch eines ApaI/HpaI Restriktionsverdau Fragmentes im pczHFVEnv EM140
Vektor durch das entsprechende Fragment aus dem jeweiligen pcHFE-1, pcHFE-2,
pczHFVEnvEM031, pcHFE-3 bzw. pcHFE-3Pi Vektor hergestellt. Die neu
klonierten Expressionsplasmide wurden mittels Restriktionsverdau und
Sequenzierung des C-Terminus überprüft.
Für die Analyse der subviralen Partikelfreisetzung wurden die auf wt bzw. ∆Ubi
basierenden PFV Env C-terminalen Deletionsmutanten in 293T-Zellen mit der PEI-
Methode transient transfiziert. Nach 48 Stunden wurden Zelllysate hergestellt und
die SVP aus den Überständen durch Ultrazentrifugation über ein 20% Sucrosekissen
pelletiert. Der Nachweis der Proteine erfolgte im Western Blot mit PFV Env
spezifischen Antiseren (Abb. 3-15A. und B.).
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Um eine Aussage über die Menge an freigesetzten SVP machen zu können, wurde
der mit einem PFV Env LP spezifischen Antiserum behandelte Immunoblot der
Zelllysate und SVP analysiert und Partikel-assoziiertes Env-Protein, sowie die Env
Expression im Zelllysat quantifiziert (siehe 2.5.2.4, Abb. 3-15C.).
In Abb. 3-15 ist ein typisches Western Blot Ergebnis der Analyse der C-terminal
trunkierten Env Mutanten dargestellt. Auffällig war, daß alle Deletionsmutanten, die
auf dem EM002 (wt) Konstrukt basieren, sowie das wt Konstrukt selbst, eine
wesentlich schwächere zelluläre Expression zeigten, als die vergleichbaren
Konstrukte auf EM140 (∆Ubi) Basis (Abb. 3-15A., B. Spur 1-2, 4-5, 6-7, 8-9, 10-11,
12-13). Wobei die Prozessierung des LP im Zelllysat der wt basierenden Konstrukte
nicht beeinträchtigt schien (Abb. 3-15A., Spur 2, 5, 7, 9, 11, 13). Keine starke
Prozessierung der Env SU Untereinheit konnte hingegen beobachtet werden (Abb.
3-15B., Spur 2, 5, 7, 9, 11, 13). Die ∆Ubi Mutante und deren Deletionskonstrukte
zeigten im Zelllysat neben dem durch die Furin oder Furin-ähnliche Protease
gespaltenen LP gp18LP und deren nicht glykosylierten Form p14LP, auch eine sehr
starke Prozessierung eines etwa 10 kD großen LP Spaltproduktes p10LP (Abb.
3-15A., Spur 1, 4, 6, 8, 10, 12), welches sogar in der Partikelpräparation
nachgewiesen werden konnte (Abb. 3-15A., Spur 14, 17, 19, 21, 23, 25). Dieses LP
Spaltprodukt entsteht vermutlich durch die Spaltung des LP an As Position 86 durch
den zellulären Signalpeptidase Komplex und ist in wt Konstrukten nur schwach
nachweisbar (Wang and Mulligan 1999; Lindemann et al. 2001).
Bei der Analyse der SVP-Freisetzung stellte sich heraus, daß kleine C-terminale
Verkürzungen bis zur MSD der TM-Untereinheit (∆C981 und ∆C975) im wt Kontext
zu einem fünf- bis sechsfachen Anstieg der SVP-Freisetzung führte (Abb. 3-15B.,
Spur 15, 18 und 20 und Abb. 3-15C.), wohingegen die gleichen Deletionen im ∆Ubi
Kontext nur zu einer schwachen Erhöhung der SVP-Freisetzung reichte (Abb.
3-15B., Spur 14, 17 und 19 und Abb. 3-15C.). Beide wt Deletionsmutanten ∆C981
und ∆C975 wiesen dabei aber eindeutig auch die ubiquitinylierten Env LP Formen
gp28LP und gp38LP auf (Abb. 3-15A., Spur 18 und 20 markiert mit Sternchen).
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Abb. 3-15: Immunoblot-Analyse und SVP-Freisetzung der C-terminalen PFV
Env Deletionsmutanten
293T-Zellen wurden transfiziert mit wt Env (wt, pczHFVEnv EM002) bzw. dessen Dele-
tionsmutanten pcHFE-1 (∆C981), pcHFE-2 (∆C975), pczHFVEnv EM031 (∆C960), pcHFE-
3 (∆C937) und pcHFE-3Pi (∆C937-Pi) oder der ∆Ubi Variante (∆Ubi, pczHFVEnv EM140)
und darauf basierende Mutanten pczHFVEnv EM161 (∆Ubi ∆C981), pczHFVEnv EM162
(∆Ubi ∆C975), pczHFVEnv EM160 (∆Ubi ∆C960), pczHFVEnv EM163 (∆Ubi ∆C937)
oder pczHFVEnv EM164 (∆Ubi ∆C937Pi) bzw. dem leeren Vektor pcDNA3.1zeo+ (mock).
Auf wt basierende Konstrukte tragen eine schwarze Beschriftung, Konstrukte im ∆Ubi
Kontext sind grau gekennzeichnet. Zelllysate (ZL) und SVP (PP) wurden 48 Stunden n.T.
hergestellt und im Immunoblot mit PFV Env spezifischen Antiseren detektiert. A. Immuno-
blot mit anti-PFV Env LP1-86 (α-Env LP), mit Sternchen markierte Proteinbanden sind
gp28LP und gp38LP (Spur 18 und 20). B. Immunoblot mit anti-PFV SU P3E10 (α-Env SU).
C. Quantifizierung der SVP-Freisetzung. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standard-
abweichung der Quantifizierung von Partikel-assoziiertem Env-Protein, korrigiert für die
zelluläre Env Expression, detektiert mit dem anti-PFV Env LP1-86 Antiserum, aus min. drei
unabhängigen Experimenten.
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Die ersten 15 As der MSD, die in der Deletionsmutante ∆C960 noch vorhanden
waren, schienen ausreichend, um die SVP-Freisetzung im wt Kontext noch um das
dreifache zu steigern. Im ∆Ubi Kontext führte die partielle Deletion der MSD aber
bereits zur Reduktion der SVP-Freisetzung. Wohingegen der komplette Verlust der
MSD im wt und ∆Ubi Fall zur Verringerung der SVP-Freisetzung auf wt Level zur
Folge hatte (Abb. 3-15C., ∆C937). Auch ein künstlicher Membrananker konnte die
SVP-Freisetzung nicht steigern (Abb. 3-15C., ∆C937Pi).
Es scheint, daß in der C-terminalen zyD der PFV Env TM-Untereinheit
Sequenzen oder Domänen liegen, die inhibitorische Wirkung auf die SVP-
Freisetzung haben, denn eine Deletion dieser Sequenzen bewirkt einen Anstieg der
SVP-Bildung im wt und ∆Ubi Kontext. Im viralen Kontext hingegen hat die Deletion
der zyD von TM keinen Einfluß auf die Partikelfreisetzung und Infektiosität
(Pietschmann et al. 1999; Pietschmann et al. 2000).
Die MSD der TM hingegen ist notwendig für die SVP-Bildung, denn deren
komplette Deletion bewirkt eine Reduktion der SVP-Freisetzung. Wie bereits in
früheren Analysen gezeigt, ist die MSD ebenfalls essentiell für eine virale Partikel-
freisetzung, wobei auch dort die ersten N-terminalen 15 As der MSD für eine
Membranverankerung ausreichend waren (Pietschmann et al. 1999; Pietschmann et
al. 2000). Somit kann geschlußfolgert werden, daß die MSD nicht nur spezifisch an
der Partikelfreisetzung von viralen Partikeln beteiligt, sondern auch bei der SVP-
Freisetzung involviert ist.
3.2.2. Herstellung und Charakterisierung von C-terminalen PFV
Env Mutanten
Eine Besonderheit des PFV Env-Proteins ist, daß es am C-Terminus der zyD von
TM ein Dilysin Motiv, ein sogenanntes „endoplasmatisches Retikulum retrieval
Signal“, enthält (Goepfert et al. 1995; Goepfert et al. 1997; Goepfert et al. 1999).
Bisher konnte gezeigt werden, daß dieses Dilysin Motiv, welches aus drei
konservierten Lysinen besteht, den Transport des Glykoproteins an die Zell-
oberfläche einschränkt. Es wird auch dafür verantwortlich gemacht, daß PFV
Partikel hauptsächlich an intrazytoplasmatischen Membranen knospen. Ein weiteres,
innerhalb der FV konserviertes Lysin liegt in der PFV Env TM MSD an As Position
959. Eine nicht-konservative Mutation dieses Lysins führte zu erhöhter
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Zelloberflächenexpression des Env Proteins und einer drastisch erhöhten
Fusionsaktivität (Pietschmann et al. 2000). Diese As scheint somit maßgeblich an der
intrazellulären Verteilung von Env beteiligt zu sein. Weiterhin könnten die Lysine in
der TM-Untereinheit als alternative Ubiquitinylierungsstellen des Env-Proteins
dienen, obwohl eine Ubiquitinylierung der PFV TM-Untereinheit bisher nicht
nachgewiesen werden konnte (Stanke et al. 2005).
Um zu untersuchen, ob die konservierten Lysine in der zyD von PFV Env TM
einen Einfluß auf die SVP-Freisetzung haben, wurden in den folgenden
Experimenten PFV Env Mutanten auf EM002 (wt) bzw. EM140 (∆Ubi) Basis
hergestellt, die entweder die drei Lysine am C-Terminus (∆ER) bzw. zusätzlich noch
zwei weitere Lysine in der TM an As Position 959 und 976 (∆ER+) zu Arginin
mutiert hatten (Abb. 3-16).
Abb. 3-16: Schematische Darstellung der C-terminalen PFV Env Mutanten
Darstellung des PFV Env-Proteins. Der Bereich der TM-Untereinheit, der die Mutationen
umfaßt, ist vergrößert mit As Sequenz dargestellt. Die membranspannende Domäne von
PFV Env TM ist durch einen schwarzen Balken und Angabe der flankierenden As
Positionen gekennzeichnet. Die Lysinreste in der TM-Untereinheit vom wt Env Protein (wt)
sind dargestellt. Gezeigt sind die durch Arginin ausgetauschten Lysinreste (rot dargestellt) in
den beiden Mutanten, wobei diese jeweils im wt (EM002) Kontext (schwarze Beschriftung)
und ∆Ubi (EM140) Kontext (graue Beschriftung) neu hergestellt wurden.
Als Ausgangsvektor für die Klonierung des auf EM140 basierenden ∆ER
Konstruktes (∆Ubi ∆ER) diente pczHFVEnv EM140 linearisiert mit EcoRI/NheI, in
welchen das in Tab. 3-4 aufgeführte PCR-Fragment PCR∆ER verdaut mit EcoRI/NheI
eingefügt wurde. Das entstandene Expressionsplasmid pczHFVEnv EM167 wurde
wiederherum als Vektor für die Herstellung des ∆Ubi ∆ER+ Konstruktes (EM168)
verwendet. Das Overlap-PCR-Fragment Overlap∆ER+, dessen Herstellung in Tab. 3-4
PFV Env
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931 988
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gezeigt ist, wurde dafür mit EcoRI/NheI verdaut und mit dem Vektorfragment
pczHFVEnv EM167/EcoRI/NheI ligiert.
Tab. 3-4: PCR-Fragmente und dazugehörige Matrizen, sowie Primerpaare für
die Klonierung der C-terminalen PFV Env Mutanten
Konstrukt Vektorname PCR-Produkt Matrize Primerpaar
∆Ubi ∆ER pczHFVEnv EM167 PCR∆ER EM140 826 + 2271
∆Ubi ∆ER+ pczHFVEnv EM168 PCR1∆ER+ EM167 2272 + 406
PCR2∆ER+ EM167 826 + 2273
Overlap∆ER+ PCR1∆ER+ +
PCR2∆ER+
826 + 406
Die dazugehörigen Konstrukte auf wt EM002 Basis (EM225 - ∆ER; EM226 -
∆ER+) entstanden durch den Austausch eines EcoRI/NheI Fragmentes von
pczHFVEnv EM002 mit dem entsprechenden Fragment aus den Vektoren
pczHFVEnv EM167 bzw. pczHFVEnv EM168.
Die Lysinmutanten wurden auf Expression und SVP-Freisetzung nach PEI-Trans-
fektion von 293T-Zellen mit den Env Expressionskonstrukten untersucht. Der
Nachweis der Proteine im Zelllysat und Partikelpräparation erfolgte im Immunoblot
mit einem PFV Env LP spezifischen Antiserum (Abb. 3-17A.). Erneut war ein
deutlicher Unterschied im Expressionslevel zwischen den wt Varianten und den
∆Ubi basierenden Konstrukten ersichtlich. Die wt Formen wurden etwa vier- bis
fünffach schwächer exprimiert, als die vergleichbaren EM140 Mutanten (Abb.
3-17A. Spur 1-2, 4-6, 5-7 und Daten nicht gezeigt). Alle Mutanten zeigten dabei
keine Unterschiede im Prozessierungsmuster des Env Vorläufers (Abb. 3-17A. Spur
4 bis 7).
Bei der Quantifizierung der Partikelfreisetzung der Mutanten stellte sich heraus,
daß die Mutation des ER retrieval Signals im wt Kontext zu einem nur geringen,
etwa zweifachen Anstieg der SVP-Freisetzung im Vergleich zum wt führte (Abb.
3-17B.). Wobei aber die zusätzliche Mutation weiterer Lysine in der TM-
Untereinheit keine Erhöhnung der SVP-Freisetzung erbrachte. Die gleichen
Mutationen im ∆Ubi Kontext hatten keinen Einfluß auf die SVP-Bildung (Abb.
3-17B.).
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Abb. 3-17: Immunoblot-Analyse und SVP-Freisetzung der C-terminalen PFV
Env Mutanten
293T-Zellen wurden transfiziert mit den Expressionsplasmiden für wt Env (wt, pczHFVEnv
EM002) bzw. dessen Lysinmutanten pczHFVEnv EM225 (∆ER), oder pczHFVEnv EM226
(∆ER+) (alle wt Varianten sind schwarz beschriftet) bzw. ∆Ubi Env (∆Ubi, pczHFVEnv
EM140) und dessen Mutanten pczHFVEnv EM167 (∆Ubi ∆ER), sowie pczHFVEnv EM168
(∆Ubi ∆ER+) (alle ∆Ubi Varianten sind grau beschriftet) oder dem leeren Vektor
pcDNA3.1zeo+ (mock). Zelllysate (ZL) und SVP (PP) wurden 48 Stunden n.T. hergestellt
und im Immunoblot A. mit dem PFV Env spezifischen Antiserum anti-PFV Env LP1-86 (α-
Env LP) detektiert. B. Quantifizierung der SVP-Freisetzung. Dargestellt sind die Mittelwerte
und Standardabweichungen der Quantifizierung von Partikel-assoziiertem Env LP Protein,
korrigiert für die zelluläre Env Expression aus min. drei unabhängigen Experimenten.
Die Ergebnisse der Analyse des C-Terminus des Env-Proteins lassen den Schluß
zu, daß innerhalb der zyD der TM inhibitorische Sequenzen enthalten sind, die die
SVP-Freisetzung verhindern, denn die Deletion des C-Terminus führte in beiden
Fällen, wt und ∆Ubi, zu einer erhöhten SVP-Freisetzung. Das ER retrieval Signal
innerhalb der zyD hingegen scheint dabei nur einen geringen Einfluß zu haben, denn
dessen Mutation bewirkte, im Gegensatz zur Deletion, nur einen etwa zweifachen
Anstieg der SVP-Freisetzung im wt Kontext.
3.2.3. Herstellung und Charakterisierung von N-terminalen PFV
Env Deletionsmutanten
Die Funktion des FV Glykoproteins während der Partikelfreisetzung ist hoch-
spezifisch und kann nicht durch Hüllproteine anderer Viren funktionell ersetzt
werden. Es konnte bereits gezeigt werden, daß für die Interaktion mit dem PFV Gag-
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Protein auf Seiten des Env-Proteins unter anderem auch die N-terminal ersten 15 As
des Env LP, insbesondere zwei konservierte Tryptophanreste an As Position 10 und
13, ein WXXW Motiv, essentiell sind (Lindemann et al. 2001). In dieser Studie
konnte gleichzeitig gezeigt werden, daß der PFV Env N-Terminus für den Transport
des Proteins zum sekretorischen Weg entbehrlich ist, denn alle N-terminalen
Deletionsmutanten zeigten eine erhöhte Zelloberflächenexpression (Lindemann et al.
2001).
Um zu untersuchen welche Auswirkungen N-terminale Deletionen des PFV Env
LP auf die SVP-Freisetzung haben, wurden, die in der Arbeitsgruppe bereits vor-
handenen und in Lindemann et al. (Lindemann et al. 2001) beschriebenen, auf wt
basierenden N-terminalen Deletionsmutanten EM042 (∆N5), EM043 (∆N15),
EM070 (∆N25), EM071 (∆N40) und EM072 (∆N50) auf ihre SVP-Bildung hin
untersucht (Abb. 3-18). Weiterhin wurden Lysin Substitutionen der Deletions-
mutanten ∆N15 und ∆N25 vorgenommen, um Aufschluß über den Einfluß von
Ubiquitinylierungen auf deren SVP-Freisetzung zu erhalten (Abb. 3-18, ∆Ubi
Konstrukte grau unterlegt).
Zur Herstellung der Lysin Substitutionsmutanten der PFV Env N-terminalen
Deletionsmutanten ∆N15 und ∆N25 wurden in den bereits vorhandenen Expressions-
plasmiden pczHFVEnv EM043 und pczHFVEnv EM070 die restlichen Lysine im
zytoplasmatischen Anteil des LP mittels der Overlap-PCR Methode zu Arginin
mutiert. Die dafür nötigen Matrizen und Primerpaare sind in Tab. 3-5 aufgeführt.
Die entstandenen Overlap-PCR-Fragemente wurden mit Ecl136I/Kpn2I verdaut
und im Falle der ∆Ubi ∆N15 Varianten (EM043 basierend) mit dem Vektor
Fragment pczHFVEnv EM043/BglII/Kpn2I und einem Insert Fragment pczHFVEnv
EM043/BglII/Ecl136I ligiert. Für die Klonierung des ∆Ubi ∆N25 Konstruktes,
welches auf EM070 basiert, wurde das Overlap-PCR-Fragment Overlap∆Ubi∆N25 mit
Ecl136I und Kpn2I verdaut und mit dem Vektor Fragment pczHFVEnv
EM070/BglII/Kpn2I und dem Insert Fragment pczHFVEnv EM070/BglII/Ecl136I
zusammengefügt.
Die mittels PCR eingeführten Sequenzen wurden anschließend durch
Sequenzierung überprüft.
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Abb. 3-18: Schematische Darstellung der N-terminalen Deletionsmutanten
Darstellung des PFV Env-Proteins. Der Bereich des LP, der die N-terminalen Deletionen
umfaßt, ist vergrößert dargestellt. Die N-terminalen Deletionsmutanten enthalten unter-
schiedliche Anteile des PFV Env LP, wobei die Zahlen die erste As im LP bzw. die LP/SU
Spaltstelle angeben. N-terminale Deletionsmutanten mit zusätzlicher Mutation von Lysin (K)
zu Arginin (R) sind grau beschriftet (∆Ubi), die Position der mutieren As ist angegeben und
rot markiert und basiert auf der ursprünglichen Lage im wt Konstrukt EM002. As Methionin
(M) in weiß zeigt die originale Lage der As an, künstlich eingefügte M ist in schwarz darge-
stellt. Die hydrophobe, membranspannende Region (h) im LP ist als weißer Balken gezeigt.
Tab. 3-5: PCR-Fragmente und dazugehörige Matrizen sowie Primerpaare für
die Klonierung der N-terminalen PFV Env Mutanten
Konstrukt Vektorname    PCR-Produkt Matrize Primerpaar
∆Ubi1 ∆N15 pczHFVEnv EM169 PCR1∆Ubi1∆N15 EM043 2112 + 2285
PCR2∆Ubi1∆N15 EM043 2286 + 312
Overlap∆Ubi1∆N15 PCR1∆Ubi1∆N15
+
PCR2∆Ubi1∆N15
2112 + 312
∆Ubi2 ∆N15 pczHFVEnv EM170 PCR1∆Ubi2∆N15 EM169 2112 + 2284
PCR2∆Ubi2∆N15 EM169 2283 + 312
Overlap∆Ubi2∆N15 PCR1∆Ubi2∆N15
+
PCR2∆Ubi2∆N15
2112 + 312
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Konstrukt Vektorname    PCR-Produkt Matrize Primerpaar
∆Ubi ∆N25 pczHFVEnv EM171 PCR1∆Ubi∆N25 EM070 2112 + 2285
PCR2∆Ubi∆N25 EM070 2286 + 312
Overlap∆Ubi∆N25 PCR1∆Ubi∆N25
+
PCR2∆Ubi∆N25
2112 + 312
Alle Deletionsmutanten wurden auf ihre zelluläre Expression und die SVP-Frei-
setzung untersucht. Dazu wurden 293T-Zellen mit den Env Expressionsplasmiden,
sowie verschiedenen Kontrollen mit der PEI-Methode transfiziert und 48 Stunden
später Zelllysate und SVP präpariert, um anschließend im Immunoblot analysiert zu
werden. Abb. 3-19A. zeigt das typische Western Blot Ergebnis eines Transfektions-
experimentes. Die zelluläre Expression der Deletionsmutanten war sehr gering im
Vergleich zum wt oder ∆Ubi (Abb. 3-19A. Spur 3, 4, 7 bis 14), wobei die
Prozessierung der SU-Untereinheit bei den ∆N5, ∆N40 und ∆N50 Mutanten nicht
nachgewiesen werden konnte (Abb. 3-19A. Spur 7, 13, 14). Im Gegensatz zur recht
geringen zellulären Expression, zeigten die Deletionsmutanten mit N-terminalen
Deletionen zwischen As 15 und 25 eine sehr starke SVP-Freisetzung (Abb. 3-19A.
Spur 22 bis 26). Die Quantifizierung des Env Signals in der Partikelpräparation und
Normalisierung dieses Wertes auf die zelluläre Env Expression ergaben für die auf
wt basierenden ∆N15 und ∆N25 Mutanten einen 120- bis 130-fachen Anstieg der
SVP-Freisetzung im Vergleich zum wt (Abb. 3-19B.). Relativ gesehen wurden sogar
etwa dreifach mehr SVP gebildet, als die ∆Ubi Variante freisetzt (Abb. 3-19B.). Eine
Mutation der restlichen Lysine in den ∆N15 und ∆N25 Mutanten erbrachte keine
weitere Erhöhnung der SVP-Freisetzung. Das Level der SVP-Bildung lag auf
gleichem Niveau, wie für die wt basierenden Konstrukte ∆N15 und ∆N25 (Abb.
3-19B.). Ob die schwache zelluläre Expression auf einen extrem schnellen Ober-
flächentransport des Env Proteins mit sofortiger Abschnürung in SVPs
zurückzuführen ist, konnte hier nicht geklärt werden. Aber für die N-terminalen
Deletionsmutanten ∆N15 und ∆N25 wurde bereits in früheren Studien gezeigt, daß
sie sehr stark an der Zelloberfläche exprimiert werden (Lindemann et al. 2001).
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Abb. 3-19: Zelluläre Expression und SVP-Freisetzung von PFV Env N-
terminalen Deletionsmutanten
293T-Zellen wurden transfiziert mit den Expressionsplasmiden für wt Env (wt, pczHFVEnv
EM002) bzw. ∆Ubi Env (∆Ubi, pczHFVEnv EM140) und einer ∆Ubi Env Variante, welche
die ersten 3 Lysine im LP zu Argininen mutiert hatte (∆Ubi1-3, pczHFVEnv EM134) bzw.
verschiedenen N-terminalen Deletionskonstrukten ∆N5 (pczHFVEnv EM042), ∆N15
(pczHFVEnv EM043), ∆Ubi1∆N15 (pczHFVEnv EM169), ∆Ubi2∆N15 (pczHFVEnv
EM170), ∆N25 (pczHFVEnv EM070) und ∆Ubi∆N25 (pczHFVEnv EM171) oder dem
leeren Vektor pcDNA3.1zeo+ (mock). Auf wt Env basierende Konstrukte tragen schwarze
Beschriftung, Konstrukte im ∆Ubi Kontext sind grau bezeichnet. Kotransfektionen im 2-
Plasmid System wurden zur Herstellung von viralen Partikeln mit pczDWP001 (DWP) und
wt Env (wt, pczHFVEnv EM002) bzw. ∆N5 Env (∆N5, pczHFVEnv EM042) durchgeführt.
Zelllysate (ZL) und Partikel (virale und subvirale, PP) wurden 48 Stunden n.T. hergestellt
und im Immunoblot A. mit dem PFV Env spezifischen Antiserum anti-PFV Env SU P3E10
(α-Env SU) detektiert. B. Quantifizierung der SVP-Freisetzung. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen der Quantifizierung von Partikel-assoziiertem Env
SU-Protein, korrigiert für die zelluläre Env Expression aus min. drei unabhängigen
Experimenten.
Eine N-terminale Deletion von fünf Aminosäuren (∆N5) schien keinen Einfluß auf
die SVP-Bildung zu haben, denn die SVP-Freisetzung wurde nur marginal um das
zweifache gesteigert, im Vergleich zum wt (Abb. 3-19B.). Wobei diese Mutante
nicht in der Lage war virale Partikel freizusetzen (Abb. 3-19A. Spur 16 und
(Lindemann et al. 2001)). Größere N-terminale Deletionen von 40 bzw. 50 As
(∆N40, ∆N50) führten dazu, dass das Level der SVP-Freisetzung noch unterhalb des
wt sank (Abb. 3-19B.).
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Diese Ergebnisse lassen darauf schließen, dass die ersten 15 As des PFV Env LP
inhibitorische Sequenzen für die SVP-Freisetzung enthalten. Die Ubiquitinylierung
des Env LP schien in diesen Fällen keine Rolle bei der Regulation der SVP-
Freisetzung zu spielen, denn wie in Abb. 3-20 ersichtlich, werden die ∆N15, ∆Ubi1
∆N15 und ∆N25 an den restlichen verblieben Lysinresten im PFV Env LP
ubiquitinyliert (Abb. 3-20 Spur 11, 9 und 8). Das Ubiquitinylierungsmuster der
∆N15 und ∆N25 Mutante ähnelte dabei sehr dem einer Ubiquitinylierungsmutante,
welche die ersten drei Lysinreste (As Positionen 14, 15 und 18) zu Arginin mutiert
hatte (∆Ubi 1-3, Abb. 3-20 Spur 5, 11 und 8). Obwohl auch eine schwache
Ubiquitinylierung der ∆Ubi1 ∆N15 Mutante (enthält das Lysin an Position 18 im wt)
detektierbar war. Allgemein war die Ubiquitinylierung im Vergleich zum wt und der
∆Ubi 1-3 Mutante nur sehr schwach nachweisbar (Abb. 3-20 Spur 1, 5, 8, 9 und 11).
Hingegen Deletionsmutanten ohne Lysin im LP Anteil wiesen keine
Ubiquitinylierung auf (∆N15∆Ubi2 und ∆N25∆Ubi, Abb. 3-20 Spur 10 und 12).
Abb. 3-20: Analyse der Ubiquitinylierung der PFV Env N-terminalen
Deletionsmutanten
Gleiche Transfektion wie unter Abb. 3-19 beschrieben. A. Nachweis der Ubiquitinylierung
im Partikelblot mit anti-Ubiquitin spezifischen Antiserum anti-Ubi SIGMA U5379 (α-Ubi).
B. Immunoblot der Partikel mit einer Mischung aus anti PFV Gag und anti PFV Env LP 1-
86 spezifischen Antiseren (α-PFV Gag/LP).
Neueste Ergebnisse lassen vermuten, daß das Lysin an As Position 53 aufgrund
seiner unmittelbaren Nähe zu MSD im LP nicht ubiquitinyliert wird (Lüftenegger,
persönliche Mitteilung). Dies würde darauf hindeuten, daß eine Ubiquitinylierung
am ersten (K18) und zweite Lysin (K34) in der ∆N15 bzw. ∆N25 anscheinend keinen
Einfluß auf die SVP-Bildung hatte.
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Kurze N-terminale Deletionen von fünf Aminosäuren haben keinen Einfluß auf
die SVP-Freisetzung. Aber Deletionen bis As 25 führen zu einer drastischen
Erhöhung der SVP-Bildung, unabhängig von Ubiquitinylierungen, was auf
inhibitorische Sequenzen für die SVP-Freisetzung im N-Terminus des LP schließen
läßt. Bei größeren Deletionen von 40 oder mehr As werden keine SVP mehr
freigesetzt. Daraus kann geschlußfolgert werden, daß innerhalb der As 25 bis 40 für
die SVP-Bildung essentielle Sequenzen enthalten sind.
3.2.4. Herstellung und Analyse von Alaninsubstitutions-
Mutanten im PFV Env LP
In den vorangegangenen Experimenten wurde festgestellt, daß im N-Terminus des
PFV Env LP notwendige Sequenzen für die SVP-Bildung enthalten sein müssen. Um
ein eventuell vorhandenes essentielles Sequenzmotiv einzugrenzen, wurde ein
Alaninscan durchgeführt, wobei, wie in Abb. 3-21 dargestellt, überlappend jeweils
fünf aufeinander folgende As durch Alanin ersetzt wurden. Um eine maximale SVP-
Freisetzung zu erhalten, wurde die Mutagenese im EM140 Vektor durchgeführt,
wobei die in diesem ∆Ubi Kontext vorhandenen mutierten Arginine erhalten blieben.
Alle Alaninsubstitutions-Mutanten basieren auf dem PFV Env Expressions-
plasmid pczHFVEnv EM140. Die Mutationen wurden über die Overlap-PCR
Methode eingefügt. Für alle Mutanten wurden die äußeren Primer 487 und 312
gewählt. Zum Einführen der einzelnen Substitutionen dienten die in Tab. 3-6
aufgeführten inneren Primer. Die entstandenen Overlap-PCR-Fragmente wurden
anschließend mit den Restriktionsenzymen BsmBI/Kpn2I verdaut und in den mit den
gleichen Enzymen geöffneten Vektor pczHFVEnvEM140 eingesetzt. Die Korrekt-
heit der eingefügten Sequenzen wurde anschließend mittels Sequenzierung überprüft.
Die Alaninsubstitutions-Mutanten wurden auf ihre SVP-Freisetzungskapazität,
sowie im viralen Kontext auf ihre Infektiosität hin untersucht. Zur Analyse der SVP-
Bildung wurden 293T-Zellen mit den einzelnen Expressionskonstrukten, einer wt
Env Kontrolle (EM002) und der ∆Ubi Mutante EM140 mit der PEI-Methode
transfiziert und 48 Stunden n.T. Zelllysate hergestellt und die SVP in einem
Ultrazentrifugationsschritt über ein 20% Sucrosekissen pelletiert. Die gewonnenen
Protein-Proben wurden anschließend über ein Tricine-Gradientengel aufgetrennt und
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im Immunoblot mit PFV-Env LP und SU spezifischen Antiseren detektiert (Abb.
3-22A. und B.).
Abb. 3-21: Alaninscan Mutanten des PFV Env LP
Schematische Darstellung des PFV Env-Vorläuferproteins. Der Bereich der die Alaninsub-
stitutionen enthält ist vergrößert dargestellt. Die Sequenz im Bereich von As 20 bis 65 des
EM140 Vektor und die darin veränderten As der Alaninmutanten sind gezeigt. Mutierte As
sind fett markiert, nicht veränderte As in den Mutanten sind als Striche dargestellt, Arginin-
mutationen der EM140 Mutante sind gezeigt.
Tab. 3-6: PCR-Fragmente und dazugehörige Matrizen sowie Primerpaare für
die Klonierung der PFV Env LP Alaninsubstitutions-Mutanten
Konstrukt Vektorname Matrize inneresPrimerpaar
∆Ubi A23-27 pczHFVEnv EM201 pczHFVEnv EM140 2333 / 2332
∆Ubi A26-30 pczHFVEnv EM202 pczHFVEnv EM140 2307 / 2306
∆Ubi A28-32 pczHFVEnv EM203 pczHFVEnv EM140 2321 / 2320
∆Ubi A31-35 pczHFVEnv EM204 pczHFVEnv EM140 2309 / 2308
∆Ubi A33-37 pczHFVEnv EM205 pczHFVEnv EM140 2323 / 2322
∆Ubi A36-40 pczHFVEnv EM206 pczHFVEnv EM140 2311 / 2310
∆Ubi A38-42 pczHFVEnv EM207 pczHFVEnv EM140 2325 / 2324
∆Ubi A41-45 pczHFVEnv EM208 pczHFVEnv EM140 2313 / 2312
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Konstrukt Vektorname Matrize inneresPrimerpaar
∆Ubi A43-47 pczHFVEnv EM209 pczHFVEnv EM140 2327 / 2326
∆Ubi A46-50 pczHFVEnv EM210 pczHFVEnv EM140 2315 / 2314
∆Ubi A48-52 pczHFVEnv EM211 pczHFVEnv EM140 2329 / 2328
∆Ubi A51-55 pczHFVEnv EM212 pczHFVEnv EM140 2317 / 2316
∆Ubi A53-57 pczHFVEnv EM213 pczHFVEnv EM140 2331 / 2330
∆Ubi A56-60 pczHFVEnv EM214 pczHFVEnv EM140 2319 / 2318
∆Ubi A58-62 pczHFVEnv EM215 pczHFVEnv EM140 2335 / 2334
Die Alaninmutanten zeigten alle eine der ∆Ubi Mutante vergleichbare zelluläre
Expression, jedoch variierte das Prozessierungsmuster des Env Vorläufers bei
einigen Mutanten (Abb. 3-22A. und B., Spur 2, 4 bis 18). Auffällig war eine
Verschiebung der LP Banden gp18LP, p14LP und p10LP einiger Mutanten um etwa 1-
2 kD nach unten, die in allen durchgeführten Experimenten nachweisbar war (Abb.
3-22A., Spur 5 bis 15). Dieser Shift konnte auch im Immunoblot der SVP-
Präparation beobachtet werden (Abb. 3-22A., Spur 23 bis 33) und könnte die Folge
einer fehlenden Protein Modifikation sein, die durch den As Austausch bewirkt
wurde. Eventuell wurde durch die As Substitution die tertiäre Struktur des Glyko-
proteins so verändert, daß dieser Teil des Proteins für modifizierende Proteine nicht
mehr zugänglich war.
In Abb. 3-22C. ist die Quantifizierung der Partikel-assoziierten Env Signale,
detektiert mit dem Env LP spezifischen polyklonalen Antiserum, dargestellt. Auch in
diesen Versuchen wurden die Werte auf die zelluläre Expression normalisiert. Eine
deutliche Reduktion der SVP-Freisetzung um das drei- bis vierfache, im Vergleich
zur ∆Ubi Mutante, war bei den Alaninmutanten ∆Ubi A36-40, ∆Ubi A38-42 und
∆Ubi A43-47 zu verzeichnen (Abb. 3-22A., B., Spur 27, 28 und 30; und Abb.
3-22C.). Hingegen entsprach die SVP-Bildung der überlappenden Mutante ∆Ubi
A41-45 noch etwa 70% der ∆Ubi Mutante (Abb. 3-22C.). Mutationen im Bereich
zwischen As 23 bis 37 (∆Ubi A23-27, ∆Ubi A26-30, ∆Ubi A28-32, ∆Ubi A31-35
und ∆Ubi A33-37), sowie As 46 bis 60 (∆Ubi A46-50, ∆Ubi A48-52, ∆Ubi A51-55,
∆Ubi A53-57, ∆Ubi A56-60) führten zu keinen Verringerungen in der SVP-Frei-
setzung (Abb. 3-22C.). Die Mutation der As 58 bis 62 (∆Ubi A58-62) resultierte in
einer etwa 30% niedrigeren SVP-Freisetzung als die ∆Ubi Mutante (Abb. 3-22C.),
wobei in dieser Mutante zwei Cysteine substituiert wurden, die eventuell an der
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Faltung der Env-Proteins beteiligt sind. Besonders auffällig war, daß die Mutanten
∆Ubi A31-35, ∆Ubi A53-57, ∆Ubi A56-60 und ∆Ubi A58-62 in der transfizierten
Zellkultur eine sehr starke Synzytia Bildung zeigten, wohingegen die anderen
Mutanten ähnliche Mengen an Synzytia bildeten, wie die ∆Ubi Mutante.
Abb. 3-22: Zelluläre Expression und SVP-Freisetzung der Alaninsubstitutions-
Mutanten
293T-Zellen wurden transfiziert mit den Expressionsplasmiden für wt Env (wt, pczHFVEnv
EM002) bzw. ∆Ubi Env (∆Ubi, pczHFVEnv EM140) oder den ∆Ubi Env Varianten, welche
die angegebenen As zu Alanin mutiert hatten, oder dem leeren Vektor pcDNA3.1zeo+
(mock). Zelllysate (ZL) und Partikel (PP) wurden 48 Stunden n.T. hergestellt und im
Immunoblot A. mit dem PFV Env spezifischen Antiserum anti-PFV Env LP 1-86 (α-Env
LP) oder B. mit dem PFV Env spezifischen Antiserum anti-PFV Env SU P3E10 (α-Env SU)
detektiert. C. Quantifizierung der SVP-Freisetzung. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichung der Quantifizierung von Partikel-assoziiertem Env-Protein, detektiert
mit dem anti-PFV Env LP 1-86 Antiserum, korrigiert für die zelluläre Env Expression aus
min. drei unabhängigen Experimenten.
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Diese Ergebnisse deuteten darauf hin, daß die As 36 bis 47 essentielle Bereiche
für die SVP-Freisetzung enthalten. Um die Auswirkung der As Substitutionen im
PFV Env LP im viralen Kontext zu untersuchen, wurden Infektionsexperimente
durchgeführt, gleichzeitig die Partikelfreisetzung aber auch im Western Blot
analysiert. Dafür wurden 293T-Zellen im 2-Plasmid-System mit der PEI-Methode
mit den PFV Env Expressionskonstrukten und dem Transfervektor pczDWP001
kotransfiziert. Die relative Infektionseffizienz wurde im GFP-Markergen Transfer
Assay, durch Infektion von HT1080-Zielzellen mit den Zellkulturüberständen und
anschließender FACS-Analyse bestimmt und mit der Infektiosität von ∆Ubi und wt
viralen Partikeln verglichen (Abb. 3-23B.). Für die Überprüfung der Partikel-
freisetzung im Western Blot wurden die viralen Partikel in einem
Ultrazentrifugationsschritt über ein 20% Sucrosekissen pelletiert, anschließend in der
SDS-PAGE aufgetrennt und mit einem PFV-Gag spezifischen Antiserum detektiert
(Abb. 3-23A.).
Es stellte sich heraus, daß die Infektiosität der viralen Partikel der Mutanten, im
Gegensatz zur Partikelfreisetzung, durch die Alaninsubstitution deutlich beeinflußt
wurde. Alle Substitutionsmutanten zeigten eine verringerte Infektionseffizienz im
Vergleich zu ∆Ubi Partikeln (Abb. 3-23B.). Dabei wiesen die ∆Ubi Mutanten ∆Ubi
A23-27, ∆Ubi A26-30, ∆Ubi A28-32 und ∆Ubi A31-35 nur eine schwache
Reduktion der Infektiosiät von etwa 20 bis 40% auf, wohingegen die Mutante ∆Ubi
A33-37 und Mutanten im Bereich von As 46 bis 55 (∆Ubi A46-50, ∆Ubi A48-52
und ∆Ubi A51-55) eine zwei- bis dreifach reduzierte Infektionseffizienz zeigten.
Wiederum war bei der ∆Ubi A31-35 Mutante, ebenso wie bei der ∆Ubi A33-37
Mutante eine sehr starke Synzytia Bildung in der transfizierten Zellkultur zu
beobachten. Der deutlichste Effekt auf die Infektionseffizienz wurde bei Mutationen
im Bereich zwischen As 36 und 47, die im allgemeinen eine zehn- bis 30-fach
reduzierte Infektiosität aufwiesen, sichtbar. Die viralen Partikel der ∆Ubi A41-45
Mutante waren im Vergleich zur ∆Ubi EM140 Mutante sogar ca. 150-fach weniger
infektiös, wobei diese Alaninmutante auch eine deutlich verringerte virale
Partikelfreisetzung zeigte (Abb. 3-23A., Spur 11 und B.). Die SVP-Freisetzung
dieser Mutante war aber im Vergleich zur ∆Ubi SVP-Freisetzung nur ca. 30%
reduziert (Abb. 3-22). Diese Daten ließen darauf schließen, daß der Bereich
zwischen As 41 bis 45 eher die virale Partikelfreisetzung und Infektiosität beeinflußt.
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Abb. 3-23: Infektionseffizienz und virale Partikelfreisetzung der Alanin-
substitutions-Mutanten
A. Western Blot Analyse der viralen Partikelfreisetzung der Alaninsubstitutions-Mutanten.
293T-Zellen wurden im 2-Plasmid-System kotransfiziert mit pczDWP001 und den
angegebenen Env Mutanten bzw. pczHFVEnvEM002 (wt). Transfektion von
pcDNA3.1zeo+ (mock). 48 Stunden n. T. wurden Zelllysate (ZL) und Partikel (PP)
präpariert und im Western Blot mit einem PFV Gag spezifischen Antiserum (anti-PFV
Gag936, α-Gag) detektiert. B. GFP-Markergen Transfer Assay nach Infektion von HT1080-
Zellen mit Zellkulturüberstanden von transfizierten 293T-Zellen kotransfiziert mit den PFV
Env Expressionsplasmiden (wie angegeben) und pczDWP001. Dargestellt ist die relative
Infektionseffizienz der Mutanten in Prozent im Vergleich zur ∆Ubi (EM140) aus drei
unabhängigen Experimenten. mock: nicht infizierte HT1080-Zellen.
Die weiteren Substitutionen im C-terminalen Bereich der zyD des Env LP
zwischen As 53 und 62 führten zu einer fünf- bis sechsfach reduzierten Infektiosität
(Abb. 3-23B.), wobei auch bei diesen Mutanten der Einfluß auf die Infektiosität
größer war, als auf die virale Partikelfreisetzung (Abb. 3-23A.). Diese Mutanten
zeigten zudem eine sehr starke Synzytia Bildung in der transfizierten Zellkultur.
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Mit Hilfe der Alaninsubstitutionen, bei denen immer fünf Alanine in Folge über-
lappend mutiert wurden, konnte gezeigt werden, daß für die SVP-Bildung wichtige
Bereiche zwischen den As 36 und 47 liegen. Dabei beeinflussen allerdings die As
zwischen 41 und 45 eher die virale Partikelfreisetzung und Infektiosität, als die SVP-
Freisetzung. Aminosäuren im N-terminalen Abschnitt der zyD des Env LP zwischen
Position 23 bis 37 und im C-terminalen Teil dieser Domäne zwischen As 46 bis 55
scheinen keinen Einfluß auf die SVP-Freisetzung zu haben.
3.2.5. Analyse von Alanin Punktmutanten im PFV Env LP
In den vorangegangenen Experimenten wurde festgestellt, daß As im Bereich von
36 bis 47 wichtig für die SVP-Bildung sein können. Um herauszufinden, ob einzelne
As in diesem Abschnitt essentielle Funktion haben, wurden Einzelalanin-
substitutionen im Bereich zwischen As 37 bis 45 untersucht. Zudem wurde eine
Kombinationsmutante analysiert, die Alaninsubstitutionen von As 38 bis 45 vereint.
Die Punktmutationen wurden in den Vektor pczHFVEnv EM140 mittels Overlap-
PCR und den in Tab. 2-1 aufgeführten Primern eingeführt. Anschließend erfolgte die
Analyse auf zelluläre Expression und SVP-Freisetzung, wie bereits in den voran-
gegangenen Kapiteln beschrieben. Die Proteinproben wurden über ein Tricine
Gradientengel aufgetrennt und mit einem PFV Env LP spezifischen Antiserum
detektiert. Ein typisches Western Blot Ergebnis der Einzelalaninmutanten und der
Kombinationsmutante ∆Ubi A38-45 ist in Abb. 3-24A. gezeigt.
Die Einzelmutanten wiesen alle eine der ∆Ubi Mutante vergleichbare zelluläre
Expression auf, wobei auch hier wieder leichte Größenunterschiede der gp18LP,
p14LP und p10LP Banden zwischen den einzelnen Mutanten zu verzeichnen waren,
die in allen Experimenten reproduziert werden konnten (Abb. 3-24A., Spur 5 bis 7).
In der SVP-Freisetzungseffizienz unterschieden sich die Mutanten nicht von der
∆Ubi Mutante, nur bei der ∆Ubi L39/A Einzelmutante war die SVP-Bildung um
etwa 30% reduziert (Abb. 3-24B.).
Eine Untersuchung der viralen Infektionseffizienz dieser Einzelalanin-
substitutionen erbrachte das Ergebnis, daß die Auswirkung auf die Infektiosität der
Mutanten größer war, als auf die SVP-Freisetzung. Alle Mutanten zeigten eine
leichte bis zum Teil sogar sechsfach reduzierte Infektiosität im Vergleich zur ∆Ubi
Mutante (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3-24: Zelluläre Expression und SVP-Freisetzung der Env LP Punkt-
mutanten
293T-Zellen wurden transfiziert mit den Expressionsplasmiden für wt Env (wt, pczHFVEnv
EM002) bzw. ∆Ubi Env (∆Ubi, pczHFVEnv EM140) und den ∆Ubi Env Varianten, welche
die angegebenen As zu Alanin mutiert hatten, oder dem leeren Vektor pcDNA3.1zeo+
(mock). Zelllysate (ZL) und Partikel (PP) wurden 48 Stunden n.T. hergestellt und im
Immunoblot A. mit dem PFV Env spezifischen Antiserum anti-PFV Env LP 1-86 (α-Env
LP) detektiert. B. Quantifizierung der SVP-Freisetzung. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen der Quantifizierung von Partikel-assoziiertem Env-Protein, detektiert
mit dem anti-PFV Env LP 1-86 Antiserum, korrigiert für die zelluläre Env Expression aus
min. drei unabhängigen Experimenten.
Die Kombinationsmutante (∆Ubi A38-45) aus den Einzelsubstitutionen hingegen
zeigte, bei etwa gleicher zellulärer Expression wie die ∆Ubi Mutante (Abb. 3-24A.
Spur 13,15), eine etwa zweifach reduzierte SVP-Freisetzung (Abb. 3-24A. Spur 13,
15 und B.), was darauf schließen lies, daß nicht die einzelnen As für die SVP-
Bildung notwendig sind, sondern das gesamte Sequenzmotiv.
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3.3. Einfluß dominant-negativer zellulärer Proteine auf die
PFV virale und subvirale Partikelfreisetzung
Membranumhüllte Viren schnüren sich bei ihrer Freisetzung von der Plasma-
membran oder intrazellulären Membranen ab. Dabei verwenden die Viren einen
zellulären Mechanismus, der normalerweise dafür genutzt wird, Proteine in Vesikel
zu sortieren, die in späte Endosomen knospen und dann als multivesikuläre
Körperchen vorliegen. Dieser Vorgang wird durch die zellulären Faktoren des VPS-
Systems unterstützt, zu dem unter anderem die Komponenten der ESCRT-Komplexe
I bis III gehören. Die einzelnen Faktoren des VPS-Systems werden dabei durch die
virale L-Domäne rekrutiert und an die Plasmamembran dirigiert, wo die Viren
knospen (Morita and Sundquist 2004). Eine andere Möglichkeit der Virusfreisetzung
erfolgt über die Knospung in MVB. Die Partikel werden anschließend über den
exosomalen Weg freigesetzt (Pornillos et al. 2002).
Für die Untersuchung des Einflusses des VPS-Systems auf die PFV virale und
subvirale Partikelfreisetzung wurden der Autorin Expressionsplasmide für
verschiedene zelluläre Proteine und deren dominant-negative Formen von den
Arbeitsgruppen von Eric O. Freed (Laboratory of Molecular Microbiology, National
Institute of Allergy and Infectious Diseases, National Institut of Health, Bethesda,
USA); Heinrich Göttlinger (Department of Cancer Immunology and AIDS, Dana-
Farber Cancer Center and Department of Pathology, Harvard Medical School,
Boston, USA); Wesley I. Sundquist (Department of Biochemistry, University of
Utah, Salt Lake City, USA); Winfried Weissenhorn (EMBL, Grenoble, Frankreich)
und Paul D. Bieniasz (Aaron Diamond AIDS Research Center and Laboratory of
Retrovirology, Rockefeller University, New York, USA) freundlicherweise zur
Verfügung gestellt.
Im PFV Glykoprotein konnte in den bisherigen Analysen kein bekanntes L-
Domän Motiv identifiziert werden, welches als Bindeglied für die SVP-Freisetzung
über den ESCRT-Weg dienen könnte. Dennoch sollte untersucht werden, inwiefern
das VPS-System in der SVP-Freisetzung involviert ist.
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3.3.1. Verwendete dominant-negative Mutanten zellulärer
Proteine
Um die Virusfreisetzung zu ermöglichen interagieren Viren mit PTAP L-Domäne
mit dem zellulären Protein TSG101 (tumor susceptibility gene), einer Komponente
des ESCRT I-Komplexes (Garrus et al. 2001; VerPlank et al. 2001; Myers and Allen
2002). Es wurden drei dominant-negative Formen von TSG101 zur Verfügung
gestellt, ein vollelänge TSG101 (TSG-F), sowie zwei N- bzw. C-terminal verkürzte
Varianten TSG-5’ und TSG-3’ (Sun et al. 1999). Dabei enthält das TSG-5’ die PTAP
L-Domän Motiv Bindungsdomäne, wohingegen im TSG-3’ Sequenzen enthalten
sind, die für die Interaktion mit weiteren Komponenten des ESCRT I-Komplexes
notwendig sind (Goila-Gaur et al. 2003).
Das AIP-1/Alix Protein spielt eine wichtige Rolle als Verbindungsfaktor zwischen
dem ESCRT I- und ESCRT III-Komplex, indem es zum einen an TSG101 bindet und
zum anderen mit CHMP4 Proteinen des ESCRT III interagiert (Martin-Serrano et al.
2003; Strack et al. 2003; von Schwedler et al. 2003). Eine DN-Mutante in Form einer
C-terminalen Fusion von AIP-1/Alix mit YFP (Martin-Serrano et al. 2003) wurde
uns zur Verfügung gestellt.
Desweiteren erhielten wir verschiedene DN-Formen von CHMP3 (Strack et al.
2003; Muziol et al. 2006), einer Komponente des ESCRT III-Komplexes, die spät im
Knospungsprozeß nötig ist (Babst et al. 2002; Martin-Serrano et al. 2003; Strack et
al. 2003; von Schwedler et al. 2003).
Die AAA ATPase Vps4 spielt eine zentrale Rolle in der Virusfreisetzung von
umhüllten Viren, denn sie liefert die Energie in Form von ATP Bindung und
Hydrolyse für die VPS-Maschinerie und sorgt dafür, das der ESCRT-Komplex nach
Abschnürung der Partikel wieder zerfällt (Morita and Sundquist 2004). Je zwei DN-
Mutanten, sowie Wildtyp Expressionskonstrukte von Vps4A und Vps4B,
beschrieben in Garrus et al. und von Schwedler et al., wurden der Autorin zur
Verfügung gestellt (Garrus et al. 2001; von Schwedler et al. 2003).
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3.3.2. Einfluß auf die Freisetzung und Infektiosität der viralen
PFV Partikel
Um herauszufinden, welche DN-Formen der Komponenten des VPS-Systems
Einfluß auf die foamyvirale Partikelfreisetzung und Infektiosität haben, wurden
293T-Zellen mit dem replikations-defizienten Wildtyp FV Vektor pczDL001 und
den verschiedenen Expressionskonstrukten für zelluläre Proteine bzw. deren DN-
Mutanten im Verhältnis 1:1 der DNA-Menge kotransfiziert. Sechzehn bzw. 24
Stunden n. T. wurden die Zellkulturüberstände geerntet und für die Analyse der
Partikelfreisetzung und Infektiosität weiter verwendet. Die Infektiosität der Partikel
wurde über Titration auf HT1080-Zellen und anschließende FACS-Analyse ermittelt.
Die Partikelfreisetzungseffizienz wurde wie unter 2.5.2.4 beschrieben, über eine
Western Blot Analyse und anschließender Quantifizierung von Partikel-assoziiertem
Gag-Protein bestimmt.
In Abb. 3-25 sind die Ergebnisse der Analyse zusammengefaßt dargestellt. Wie
für HIV-1 bereits beschrieben (Demirov et al. 2002), wird auch die foamyvirale
Partikelfreisetzung durch die Überexpression eines C-terminal trunkierten TSG101
(TSG-5’), welches die L-Domän Bindungsdomäne enthält, etwa um das dreifache
reduziert (Abb. 3-25A., rechts) und die Infektionseffizienz auf etwa 15% im
Vergleich zu Wildtyp verringert (Abb. 3-25A., links). Die Kotransfektion des
vollelänge TSG101 (TSG-F), sowie der N-terminal trunkierten Form TSG-3’
resultierte in einer vier- bis 15-fach geringeren Partikelfreisetzung und einer zehn-
bis 14-fach reduzierten Infektiosität (Abb. 3-25A.), ein typischer Effekt dieser DN-
Mutanten der bereits für HIV-1 beschrieben wurde (Goila-Gaur et al. 2003).
Für HIV-1 und EIAV konnte gezeigt werden, daß eine DN-Form von AIP-1/Alix
die L-Domän Funktion von HIV-1 p6 und EIAV p9 beeinflußt und die Virus-
freisetzung inhibiert wird (Strack et al. 2003). Auf die foamyvirale
Partikelfreisetzung und Infektiosität hatte die Koexpression der DN-Form von AIP-
1/Alix (YFP-AIP/ALIX) keinen negativen Einfluß. Die Infektiosität konnte leicht,
die Partikelfreisetzung sogar etwa dreifach gesteigert werden (Abb. 3-25B.).
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Abb. 3-25: Infektiosität und Partikelfreisetzung von PFV unter Einfluß von DN-
Mutanten des zellulären VPS-Systems
293T-Zellen wurden kotransfiziert mit dem Wildtyp PFV Vektor pczDL001 und den
verschiedenen angegebenen Expressionskonstrukten für zelluläre Proteine, in einem
Verhältnis 1:1 der transfizierten DNA Menge. Die Virusüberstände wurden 16 bzw. 24
Stunden n.T. abgenommen und Zelllysate hergestellt. Auf der linken Seite ist die
Infektionseffizienz dargestellt, die durch Titration der Virusüberstände auf HT1080-Zellen
und anschließender FACS-Analyse GFP positiver Zellen ermittelt wurde. Dabei wurden die
erhaltenen Titer auf wt Partikel pczDL001, kotransfiziert mit einem Kontrollplasmid
(pcDNA3.1zeo+ (pcDNA); pEGFP-C1 (GFP); pDsRed2-N1 (RFP)), relativiert. Dargestellt
sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus min. drei unabhängigen Experimenten.
Auf der rechten Seite sind die Mittelwerte der im Western Blot quantifizierten Partikel-
freisetzung mit Standardabweichung relativiert zu den gleichen Kontrollen, wie bei der
Infektionsanalyse, aus min. drei unabhängigen Experimenten dargestellt. A. Kotransfektion
mit verschiedenen TSG101 Expressionskonstrukten. B. Kotransfektion mit verschiedenen
GFP Fusionen mit Vps4A bzw. einer YFP AIP/Alix Fusion. C. Kotransfektion mit
verschiedenen RFP Fusionen von Vps4B oder CHMP3. mock: nicht infizierte HT1080
Zellen.
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Es ist beschrieben, daß ATPase defiziente DN-Mutanten von Vps4 das VPS-
System, sowie die Knospung von HIV-1 und MLV inhibieren (Garrus et al. 2001;
von Schwedler et al. 2003). In der Analyse der FV Freisetzung konnte dieser Effekt
der DN-Mutanten von Vps4A, GFP-Vps4A K137Q und GFP-Vps4A E228Q (Abb.
3-25B.) und Vps4B, RFP-Vps4B K180Q und RFP-Vps4B E235Q (Abb. 3-25C.)
ebenfalls beobachtet werden, denn die Partikelfreisetzung wurde zwei- bis neunfach,
die Infektiosität vier- bis zehnfach reduziert. Die Wildtyp Formen GFP-Vps4A wt
und RFP-Vps4B wt hingegen hatten keinen negativen Einfluß (Abb. 3-25B. und C.).
Die Kotransfektion von GFP-Vps4A wt bewirkte sogar eine Erhöhung der Partikel-
freisetzung um das Vierfache und der Infektiosität um das Dreifache im Vergleich
zur FV Kontrolle ohne Koexpression eines zellulären Proteins (GFP, Abb. 3-25B.).
CHMP3 agiert, ähnlich wie die Vps4 Proteine, spät im VPS-Weg. Für die DN-
Mutante von CHMP3 (CHMP3-RFP) konnte bereits gezeigt werden, daß sie die
Partikelfreisetzung von HIV-1 und EIAV blockiert (Strack et al. 2003). Auch auf die
FV Partikelfreisetzung und Infektiosität hatte diese CHMP3-RFP DN-Mutante einen
negativen Effekt (Abb. 3-25C.), bewirkte eine etwa dreifach verringerte Partikel-
freisetzung und etwa fünffach niedrigere Infektiosität im Vergleich zum wt (Abb.
3-25C.).
Zusammenfassend kann gesagt werden, daß PFV die Komponenten des VPS-
Systems für die virale Partikelfreisetzung benötigt und über die Interaktion mit
TSG101 diesen Sortierungsweg beitritt.
3.3.3. Einfluß auf die Freisetzung subviraler Partikel
Um den Einfluß des VPS-Systems auf die foamyvirale SVP-Freisetzung zu
analysieren, wurden 293T-Zellen kotransfiziert mit der PFV Env Glykoprotein
Mutante EM140 (∆Ubi), um möglichst hohe Mengen an SVP’s zu produzieren,
sowie den verschiedenen Expressionsplasmiden für DN-Mutanten und wt Formen
des ESCRT-Weges und Vps4. Bereits 16 Stunden n. T. wurden die Überstände
abgenommen und die SVP mittels Ultrazentrifugation über ein 20% Sucrosekissen
pelletiert (siehe 2.4.2), sowie Zelllysate hergestellt. Die Proteinproben wurden in der
SDS-PAGE mit anschließendem Immunoblot mit einem PFV Env LP spezifischen
Antiserum analysiert und Partikel-assoziiertes Env LP Signal quantifiziert. Diese
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Werte wurden auf die zelluläre Env Expression in den einzelnen Transfektionen
normalisiert (siehe 2.5.2.4).
In Abb. 3-26 ist der Einfluß von TSG101, AIP/ALIX und Vps4 zusammengefaßt
dargestellt. Die Werte wurden relativiert zur SVP-Freisetzung der ∆Ubi Mutante
(EM140) kotransfiziert mit einem leeren Vektor (pcDNA3.1zeo+ für die TSG-
Konstrukte; pEGFP-C1 für YFP-AIP/ALIX, GFP-Vps4A wt und Vps4A K173Q und
pDsRed2-N1 für RFP-Vps4B wt und Vps4B K180Q).
Abb. 3-26: SVP-Freisetzung von PFV unter Einfluß von ausgewählten DN-
Mutanten des zellulären VPS-Systems
293T-Zellen wurden kotransfiziert mit dem Expressionsplasmid für die ∆Ubi PFV Env
Glykoproteinmutante pczHFVEnv EM140 und den verschiedenen angegebenen
Expressionskonstrukten für zelluläre Proteine in einem Verhältnis 1:1 der transfizierten
DNA Menge. Die Partikel-haltigen Überstände wurden 16 Stunden n.T. abgenommen, die
Partikel pelletiert und Zelllysate hergestellt. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichung aus min. drei unabhängigen Experimenten der Quantifizierung von
Partikel-assoziiertem Env LP Signal im Immunoblot, normalisiert auf die zelluläre Env
Expression und relativiert zur Kontrolltransfektion von pczHFVEnv EM140 mit
Kontrollplasmiden. A. Kotransfektion mit verschiedenen TSG101 Expressionskonstrukten,
sowie einer YFP-AIP/ALIX Fusion. B. Kotransfektion mit verschiedenen GFP Fusionen mit
Vps4A bzw. verschiedenen RFP Fusionen von Vps4B.
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Die DN-Form von TSG101, TSG-5’, die nur die PTAP Motiv Bindungsdomäne
enthält, hatte keinen Einfluß auf die SVP-Freisetzung (Abb. 3-26A.). Wobei die
Koexpression von TSG-F und TSG-3’ zu einer reduzierten SVP-Freisetzung führte,
die aber mit 30 bis 40 % Reduktion im Vergleich zu ∆Ubi Kontrolle nicht so
drastisch war, wie für die virale Partikelfreisetzung bereits gezeigt. (Abb. 3-26A. und
Abb. 3-25A.). Eine zweifach reduzierte SVP-Freisetzung bewirkte die
Kotransfektion der YFP-AIP/ALIX DN-Mutante, deren Expression auf die virale
Partikelfreisetzung sogar einen positiven Effekt hatte (Abb. 3-26A. und Abb.
3-25B.).
Die ATPase defizienten DN-Mutanten von Vps4, GFP-Vps4A K173Q und RFP-
Vps4B K180Q inhibierten die SVP-Freisetzung etwa drei- bis fünffach im Vergleich
zur ∆Ubi Kontrolle. Wobei die Kotransfektionen von GFP-Vps4A und RFP-Vps4B
wt Varianten ebenfalls zu einer leichten 1,5- bis zweifachen Reduktion der SVP-
Freisetzung führten (Abb. 3-26B.).
In einem weiteren Experiment sollte der Einfluß von verschiedenen dominant-
negativen CHMP3 Varianten auf die Freisetzung viraler und subviraler Partikel
untersucht werden. Eine C-terminal RFP getagte CHMP3 DN-Mutante und deren
Auswirkung auf die virale Partikelfreisetzung wurde bereits in 3.3.1 und 3.3.2 näher
beschrieben. Von der Arbeitsgruppe von W. Weissenhorn erhielt die Autorin eine
zusätzliche C-terminal bis As 150 verkürzte CHMP3 DN-Mutante (CHMP3 1-150),
sowie 3 Varianten (M1, M2 und Doppelmutante M3) dieser CHMP3 Mutante. Diese
Varianten wiesen Dimerisierungs-Defekte auf, die wiederum zur Aufhebung des
DN-Effekts der deletierten CHMP3-Form (CHMP3 1-150) auf die HIV-1 Partikel-
freisetzung führten (Muziol et al. 2006).
293T-Zellen wurden mit dem replikations-defizienten Wildtyp FV Vektor
pczDL001 (zur Analyse des Einflusses auf die virale Partikelfreisetzung) bzw. mit
dem Expressionsplasmid für die PFV Env ∆Ubi Glykoprotein Mutante pczHFVEnv
EM140 (zur Untersuchung der Auswirkung auf die subvirale Partikelfreisetzng)
sowie den verschiedenen Expressionsplasmiden für CHMP3 DN-Mutanten im
Verhältnis 1:1 der DNA-Menge kotransfiziert. Sechzehn Stunden n. T. wurden die
Zellkulturüberstände geerntet und für die Analyse der Partikelfreisetzung im
Immunoblot weiter verwendet. Weiterhin wurden Zelllysate hergestellt und
analysiert. Partikel-assoziiertes Env LP Signal wurde quantifiziert und auf die
zelluläre Env Expression normalisiert.
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In Abb. 3-27 ist der Einfluß der verschiedenen CHMP3 DN-Mutanten auf die
virale (VLP) und subvirale (SVP) Partikelfreisetzung vergleichend dargestellt. Dabei
wurden die Werte zur Partikelfreisetzung von pczDL001 (VLP) bzw. pczHFVEnv
EM140 (SVP) mock transfiziert mit dem pEGFP-C1 Expressionsplasmid (wt)
relativiert.
Abb. 3-27: Einfluß von CHMP3 DN-Mutanten auf die virale und subvirale
Partikelfreisetzung
293T-Zellen wurden kotransfiziert mit dem replikations-defizienten PFV Vektor pczDL001
(VLP) bzw. dem Expressionsplasmid für die ∆Ubi PFV Env Glykoproteinmutante
pczHFVEnv EM140 (SVP) und den verschiedenen angegebenen Expressionskonstrukten für
CHMP3 in einem Verhältnis 1:1 der transfizierten DNA Menge. Die Partikel-haltigen Über-
stände wurden 16 Stunden n.T. abgenommen, die Partikel pelletiert und Zelllysate
hergestellt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus min. drei unab-
hängigen Experimenten der Quantifizierung von Partikel-assoziiertem Env LP Signal im
Immunoblot, normalisiert auf die zelluläre Env Expression und relativiert zur Kontroll-
transfektion von pczDL001 bzw. pczHFVEnv EM140 mit pEGFP-C1 (wt).
Die C-terminal RFP getagte CHMP3-RFP und C-terminal verkürzte CHMP3 1-
150 Mutanten wirkten dominant-negativ auf die virale und subvirale Partikel-
freisetzung. Wobei der negative Effekt der trunkierten CHMP3 Form, mit einer
Reduktion der Partikelfreisetzung um das zehn- bis 14-fache, wesentlich größer war,
als der Effekt der CHMP3 Fusion, die nur eine zwei- bis dreifach verminderte
Freisetzungseffizienz zur Folge hatte (Abb. 3-27). Die dominant-negative
Dimerisierungsmutante CHMP3 1-150 M1 blockierte fast komplett die FV
Virusproduktion, wobei die SVP-Freisetzung etwa zehnfach reduziert wurde (Abb.
3-27). Die Mutante CHMP3 1-150 M2 zeigte einen leichten DN-Effekt mit einer
etwa zweifachen Reduktion der VLP und SVP-Freisetzung (Abb. 3-27). Die
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Doppelmutante CHMP3 1-150 M3 aus CHMP3 1-150 M1 und M2 hob den DN-
Effekt von CHMP3 1-150 völlig auf, denn die VLP und SVP-Produktion glich der
Freisetzung von DL001 bzw. EM140 transfizierten Zellen ohne Kotransfektion von
DN-Mutanten (wt, Abb. 3-27).
Die Ergebnisse dieser Experimente lassen vermuten, daß die PFV subvirale
Partikelfreisetzung abhängig von der MVB Vesikel bildenden Maschinerie, dem
VPS-System, ist. DN-Mutanten der späten Komponente CHMP3 des ESCRT III-
Komplexes, sowie DN-Mutanten der ATPase Vps4 wirkten inhibierend auf die SVP-
Freisetzung. Das TSG101 Protein, eine Komponente des ESCRT I-Komplexes,
welches mit PTAP L-Domänen interagiert, hatte hingegen keinen Einfluß auf die
SVP-Produktion. Eine DN-Mutante von AIP/ALIX wirkte schwach negativ auf die
SVP-Freisetzung, wobei im PFV Env kein YXXL L-Domän Motiv enthalten ist. Wie
das PFV Env-Protein dem Weg des VPS-Systems beitritt, blieb ungeklärt.
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4. DISKUSSION
4.1. Charakterisierung von PFV L-Domän Motiven
Die foamyvirale Partikelfreisetzung stellt einen einzigartigen Mechanismus
innerhalb der Familie der Retroviridae dar, denn beide Strukturproteine Gag und Env
sind an diesem Prozeß beteiligt (Baldwin and Linial 1998; Fischer et al. 1998;
Pietschmann et al. 1999). Orthoretroviren hingegen können auch ohne das
Vorhandensein des Env-Proteins membranumhüllte Kapsidstrukturen (VLP)
freisetzen (Swanstrom and Wills 1997).
Morphologisch betrachtet bauen FV aufgrund des Vorhandenseins eines CTRS im
Gag-Protein, wie andere B/D-Typ Retroviren, ihre Kapside im Zytoplasma
zusammen. Im Gegensatz zu Orthoretroviren besitzen sie aber keine
Membranbindungs-Domäne am N-Terminus des Gag-Proteins, die die Lokalisation
der Kapside an Zellmembranen ermöglicht. Diese Funktion der Membranbindung
kann bei PFV Gag allerdings durch künstliche Membrananker, wie Src-, Fyn- oder
Lck-Myristylierung, übernommen werden, was dann zu einer Env-unabhängigen
Freisetzung von VLP führt (Eastman and Linial 2001; Zhadina et al. 2007). Daher
scheint das PFV Gag-Protein, wie andere retrovirale Gag-Proteine, alle für die
Kapsidmorphogenese und Partikelfreisetzung essentiellen strukturellen Elemente zu
tragen. Das FV Hüllglykoprotein hingegen ist vermutlich für den Transport der
Kapsidproteine an die Zellmembranen verantwortlich, obwohl es selbst in der Lage
ist, wenn auch nur in geringem Maße, subvirale Partikel abzuschnüren (Shaw et al.
2003; Stanke et al. 2005). Nicht verwunderlich ist es daher, daß nur innerhalb des
PFV Gag-Proteins Aminosäuresequenzmotive enthalten sind, die signifikante
Ähnlichkeit zu allen drei bisher publizierten konservierten L-Domän Sequenz-
motiven P(T/S)AP, PPXY und YPXL aufweisen (siehe Abschnitt 1.3.2.3 und 3.1).
Wohingegen in den zytoplasmatischen und membranspannenden Anteilen des PFV
Glykoproteins keine solche bekannten Sequenzen vorliegen.
Im Rahmen dieser Arbeit sollte durch eine Mutationsanalyse die Funktion der
einzelnen Motive hinsichtlich einer L-Domän Aktivität, aber auch ihre Rolle im
foamyviralen Replikationszyklus, speziell während der Partikelmorphogenese,
untersucht werden.
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Das PFV Kapsidprotein trägt ein der L-Domän Konsensussequenz P(T/S)AP
homologes PSAP As-Motiv. Es ist gleichfalls wie das PPPI Motiv, daß hohe
Übereinstimmung mit dem PPXY Motiv aufweißt, nur innerhalb der Primaten FV zu
finden. Ein der YPXL L-Domän Konsensussequenz ähnliches YXXL Sequenzmotiv,
mit variablen As-Resten an Position zwei und drei, ist hingegen in allen FV Spezies
konserviert und sogar teilweise dupliziert. Obwohl beschrieben ist, daß ein
Tyrosinrest an Position vier des PPXY Motivs, sowie ein Prolin an Position zwei des
YPXL Motivs für die L-Domän Aktivität mit entscheidend sind (Xiang et al. 1996;
Puffer et al. 1997; Yasuda and Hunter 1998), wurden auch diese beiden
Sequenzmotive analysiert. Da für andere Retroviren aber auch für das Filovirus
Ebola bereits gezeigt werden konnte, daß zwei sich überlappende bzw. sehr nah
beieinander gelegene L-Domän Motive zur Funktion beitragen (Bouamr et al. 2003;
Gottwein et al. 2003; Licata et al. 2003), wurden weiterhin L-Domän Doppel- und
eine Dreifachmutante des PFV Gag-Proteins näher untersucht.
Eine Mutation der viralen L-Domäne geht im allgemeinen mit einem drastischen
Verlust der Partikelfreisetzungseffizienz einher, da die Mutation die notwendige
Interaktion mit zellulären Faktoren verhindert, die zur Abschnürung von viralen
Partikeln beitragen. Für viele Retroviren, aber auch für einige Rhabdo-, Filo- und
Arenaviren wurde schon beschrieben, daß die Mutation oder Deletion der
potentiellen L-Domäne zur Verringerung der Partikelfreisetzung führte (Huang et al.
1995; Xiang et al. 1996; Puffer et al. 1997; Yasuda and Hunter 1998; Craven et al.
1999; Harty et al. 2000; Perez et al. 2003). Zuerst erfolgte daher die Analyse der
Freisetzungseffizienz einzelner PFV Gag L-Domän Mutanten. Andererseits wurden
Infektionsanalysen durchgeführt, um eventuelle Auswirkungen der Mutationen auf
die virale Fitneß zu überprüfen, ein Effekt der auch schon bei L-Domän Mutanten
anderer Viren beobachtet werden konnte (Huang et al. 1995; Chen et al. 2001;
Martin-Serrano et al. 2001; Li et al. 2002). Ein L-Domän Defekt charakterisiert sich
klassisch durch einen normalen Kapsidzusammenbau, Membrananlagerung und -
ausstülpung, aber die Virionen sind nicht in der Lage die Zelle zu verlassen und
bleiben über eine mehr oder weniger dünner Membranstruktur mit der Wirtszelle
verbunden (Gottlinger et al. 1991; Yasuda and Hunter 1998; Yuan et al. 2000). Da
dieser Effekt in elektronenmikroskopischen Aufnahmen sichtbar gemacht werden
kann, wurden von einer Auswahl der PFV Gag Mutanten EM-Bilder angefertigt.
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Die Analyse der Partikelfreisetzung der einzelnen, potentiellen PFV Gag L-
Domän Mutanten deutete darauf hin, daß das PSAP Motiv (L1) die funktionelle L-
Domäne von PFV darstellt, denn die Partikelfreisetzung war stark, um das zehnfache
reduziert (Abb. 3-3, Kapitel 3.1.1.2, (Stange et al. 2005)). Das PPPI Motiv (L2)
hingegen schien die Partikelfreisetzung, bei vorhandenem funktionellem PSAP
Motiv, nicht zu beeinflussen. Bei jedoch gleichzeitiger Mutation der potentiellen
PSAP L-Domäne (L1/2) reduzierte sich die Partikelfreisetzungseffizienz der
Doppelmutante im Vergleich zu L1-Mutante noch einmal um das Vierfache. Ein
Fakt, der auf eine sehr schwache L-Domän Funktion des PPPI Motivs hinweisen
könnte. Allerdings waren diese Effekte im Kontext eines replikations-defizienten FV
nicht so ausgeprägt (Abb. 3-6, Kapitel 3.1.2.2). Die Partikelfreisetzung der L1 und
L1/2 Mutanten war nur etwa 2,5-fach reduziert im Vergleich zu wildtypischen Virus,
was jedoch noch im Rahmen des bei anderen Retroviren und VSV beobachteten L-
Domän Defekts liegt (Harty et al. 1999; Wang et al. 2002; Bouamr et al. 2003).
Neben den negativen Auswirkungen auf die Partikelfreisetzung konnte jedoch ein
entscheidend größerer Effekt auf die Infektiosität der PFV PSAP Mutante,
unabhängig vom verwendeten Expressionssystem, beobachtet werden (Abb. 3-3 und
Abb. 3-6, Kapitel 3.1.1.2 und 3.1.2.2). Im Gegensatz zu einer durch Huang und
Kollegen beschriebenen HIV-1 PTAP L-Domän Mutante, die zu keiner produktiven
Infektion mehr fähig war (Huang et al. 1995), konnte für die PFV PSAP Mutante
zumindest eine schwache Infektiosität der Partikel im Zellkulturüberstand
nachgewiesen werden. Erstaunlicherweise zeigten die zellgebundenen,
intrazellulären Virionen der L1-Mutante eine höhere Infektionseffizienz, was darauf
hindeuten könnte, daß die Viruspartikel durch die Inhibierung der Freisetzung auch
an Infektiosität verloren hatten. Gleichzeitig mußte aber noch ein weiterer
entscheidender Defekt vorliegen, der sich auf die virale Fitneß negativ auswirkt, da
der relative Titer der intrazellulären Partikel der L1-Mutante immer noch etwa 50-
fach niedriger als der des Wildtyps lag. Die L1 Mutante zeigte allerdings eine
normale Expression und Prozessierung der viralen Proteine, sowie Inkorporation der
essentiellen viralen Bestandteile Env, Pol und RNA in die Partikel (Abb. 3-4, Kapitel
3.1.1.2). Da FV Pol nur über die Interaktion mit der viralen prägenomischen RNA in
das Viruspartikel gelangt und FV Gag durch die virale Protease prozessiert wird,
kann aufgrund der beobachteten Gag-Prozessierung indirekt auf eine Verpackung
von Pol und genomischer RNA geschlossen werden (Baldwin and Linial 1998;
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Heinkelein et al. 2002). Es ist möglich, daß die verminderte Infektiosität der L1-
Mutante durch eine verringerte Reverse Transkriptase Aktivität oder durch
Inhibierung früher Schritte der Virusinfektion, beim Eintritt in die Zielzelle, bedingt
war.
Auch eine MoMLV (Moloney murine leukemia virus) PPPY L-Domän Mutante
zeigte in der Infektionsanalyse keine meßbare Aktivität, gleichzeitig wurden aber
noch etwa 25% Partikel im Vergleich zum wildtypischen MoMLV freisetzt (Yuan et
al. 2000). In dieser Publikation wird die fehlende Infektiosität mit der Zerstörung der
Funktionalität des MoMLV p12-Proteins bei frühen Schritten des viralen
Replikationszyklus durch die eingeführte L-Domän Mutation erklärt. Dabei zeigte
die Mutante einen deutlichen Env-Protein Prozessierungsdefekt und war auch nicht
in der Lage in frisch infizierten Zellen durch reverse Transkription zirkuläre DNA
Moleküle auszubilden, die während der Integrationsschritte des Virusgenoms in den
Zellkern entstehen. Da FV bereits in der Wirtszelle die reverse Transkription
durchführen (Moebes et al. 1997; Yu et al. 1999; Roy et al. 2003), wäre es möglich,
daß dieser späte Schritt der Virusreplikation bei der PFV PSAP L-Domän Mutante
gestört ist. Ein Prozessierungsdefekt des viralen Hüllglykoproteins war jedoch nicht
zu beobachten.
Die verringerte Infektiosität konnte jedoch auch nicht durch einen sichtbaren
Defekt beim Kapsidzusammenbau erklärt werden, denn die Kapsidstruktur der L1-
Mutante entsprach in EM-Aufnahmen denen des Wildtyps (Abb. 3-7, Kapitel 3.1.3).
Jedoch zeigte die PSAP Mutante in den EM-Bildern einen deutlichen L-Domän
Effekt. Die nackten Kapside die mit Zellmembranen assoziiert vorlagen, schienen
dabei größtenteils bereits im Schritt der Membrankrümmung arretiert zu sein. Was
auf einen Defekt in einem recht frühen Stadium der Partikelabschnürung hindeutet,
wie es auch beispielsweise für M-PMV beschrieben ist (Gottwein et al. 2003). M-
PMV PPPY L-Domän Mutanten bilden normale Kapside im Zytoplasma aus, die mit
der Plasmamembran assoziieren, aber nur in geringem Masse die Membran-
krümmung einleiten können, die notwendig zur Ausbildung einer Knospungsstruktur
ist. Es ist natürlich möglich, daß das M-PMV PPPY Motiv bereits bei der Initiation
der Knospung eine Rolle spielt und es daher zur frühen Arretierung des
Freisetzungsprozesses kommt. Ein ähnliches Phänomen ist auch für HTLV-1 PPPY
und PTAP L-Domän Mutanten beschrieben (Wang et al. 2004). HTLV-1 ist jedoch
ein C-Typ Retrovirus, daß Kapside erst an der Zytoplasmamembran zusammenbaut.
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Bei den beschriebenen L-Domän Mutanten kam es zur Akkumulation der Gag-
Moleküle an der Membran, sichtbar durch elektronendichtes Material und zu leichten
Membranausstülpungen. Es wurden aber keine membranumhüllten kompletten
Kapside sichtbar, unabhängig davon welches L-Domän Motiv mutiert wurde.
Auffällig war, daß die PFV Gag PSAP Mutante keine Akkumulation nackter
Kapside im Zytoplasma zeigte, die hingegen beim Wildtyp immer in hohem Masse
zu beobachten sind. Auch die typische elektronendichte Färbung im Bereich der
Kapsid-Aggregationen war bei der L1 Mutante nicht vorhanden. Bei diesem
elektronendichten Material könnte es sich um Zwischenstufen der Gag-
Multimerisierung bei der Kapsidmorphogenese und/oder um Akkumulation von
zellulären Faktoren, die zur Kapsidbildung beitragen, handeln. Vielleicht lag neben
dem L-Domän Defekt der PSAP Mutante auch noch ein Transportdefekt der Gag-
Proteine vor, ausgelöst durch die Mutation. Für FV ist beschrieben, daß die Gag-
Proteine über eine CTRS-Signalsequenz am N-Terminus des Proteins zu einer
perizentriolaren Region, dem MTOC, transportiert werden, wo dann die
Kapsidbildung stattfindet (Linial and Eastman 2003; Cartellieri et al. 2005; Yu et al.
2006). Wahrscheinlich wird die Kapsidmorphogenese am MTOC durch eine hohe
Gag-Protein Konzentration gefördert. Diese Anreicherung der mutierten Gag-
Proteine am MTOC könnte in der PSAP Mutante gestört, aber nicht komplett
inhibiert sein, was das Fehlen der elektronendichten Färbung um die vorhandenen
nackten Kapside, sowie die Abwesenheit der starken Kapsid Akkumulation erklären
könnte.
Parent und Kollegen stellten bereits 1995 fest, daß die L-Domänen von RSV und
HIV-1 untereinander austauschbar sind und auch unabhängig ihrer Position im Gag-
Protein wirken (Parent et al. 1995). Ähnliche Analysen gab es für die EIAV p9 L-
Domäne, deren Funktion durch die HIV-1 L-Domäne komplett ersetzt und durch die
RSV L-Domäne zumindest die Partikelfreisetzung wieder hergestellt werden konnte
(Puffer et al. 1997; Li et al. 2002). Die funktionelle Austauschbarkeit der L-
Domänen ist dennoch nicht universell gegeben, auch wirken L-Domänen zu einem
gewissen Grade abhängig ihrer Position im Gag-Protein. So konnte beispielsweise
die HIV-1 p6 L-Domäne, eingefügt anstelle der MLV p12 L-Domäne, die
Partikelfreisetzung von MLV nur marginal erhöhen und auch die Infektiosität dieser
Revertanten entsprach nur einem Bruchteil des wildtypischen MLV (Yuan et al.
2000). Wobei merkwürdigerweise eine Studie der Arbeitsgruppe von P.D. Bienasz
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zeigen konnte, daß eine minimale HIV-1 L-Domänsequenz die Infektiosität von
MLV komplett retten konnte (Martin-Serrano et al. 2004).
In einem weiteren Schritt sollte daher untersucht werden, ob das PFV Gag PSAP
Motiv, was einen Einfluß auf die Partikelfreisetzung zu haben schien, durch homo-
bzw. heterologe L-Domän Sequenzen funktionell ersetzt werden kann. Dabei stellte
sich heraus, daß der Austausch des PSAP Motivs mit der minimalen L-Domäne von
HIV-1 p6 oder RSV p2b die Funktionalität des Proteins komplett wieder herstellte
(Abb. 3-9, Kapitel 3.1.4.1, (Stange et al. 2005)). Nicht nur die Partikelfreisetzung,
sondern auch die Infektiosität der PFV PSAP Mutante wurde durch die Einführung
einer homologen PTAP bzw. einer heterologen PPPY L-Domäne vollständig
gerettet. Interessanterweise war die minimale L-Domäne von EIAV p9, mit einer
YPXL Konsensussequenz, in der Lage die Infektiosität der zellgebundenen Viren
fast bis auf Wildtyplevel zu retten, wohingegen die Partikelfreisetzung nur schwach,
aber die Infektiosität der extrazellulären Viren signifikant erhöht wurde. Es scheint,
daß die EIAV YPXL L-Domäne den Freisetzungsdefekt der PFV PSAP Mutante
nicht retten konnte, die Infektiosität hingegen schon. Bei nur marginal erhöhter
Partikelfreisetzung, stieg die Infektiosität im Vergleich zur PFV L1 Mutante um das
30- bis 50-fache an. Dies würde bedeuten, daß die Infektiosität pro Partikel ähnlich
dem Wildtyp war. Eine Erklärung für die nicht erfolgreiche Rettung der PFV PSAP
Mutante durch die EIAV L-Domäne könnte sein, daß die eingefügte minimale
Sequenz nicht ausreichend war, oder aber die Funktion der Partikelfreisetzung
komplett von der Funktion dieser Sequenz für die Infektiosität zu trennen ist. Dabei
konnte die EIAV p9 Sequenz, im Gegensatz zur HIV-1 p6 und RSV p2b L-Domäne,
eben nur die zweite Funktion im Kontext von PFV Gag übernehmen. Ähnliches
wurde auch für die HIV-1 L-Domäne publiziert, deren Funktion nicht durch eine
minimale EIAV YPDL L-Domänsequenz funktionell ersetzt werden konnte. In wie
weit ein Effekt auf die Partikelfreisetzung und Infektiosität auftrat und auch die
eingeführte EIAV Sequenz wurde in dieser Publikation jedoch nicht beschrieben
(Shehu-Xhilaga et al. 2004). Im Gegensatz dazu konnte die YPDL L-Domäne im
EIAV Gag-Protein in ihrer Funktion vollständig durch HIV-1 und RSV L-Domän
Sequenzen ersetzt werden (Li et al. 2002).
Die durch die PFV Gag PSAP Mutation hervorgerufene Reduktion der
Partikelfreisetzung und Infektiosität, einhergehend mit sichtbar arretierter Knospung
an Zellmembranen, sowie die funktionelle Austauschbarkeit dieses Motivs durch
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andere L-Domänen deutet stark auf eine klassische L-Domän Funktion des PFV
PSAP Motivs hin.
Das PFV Gag PPPI Motiv hingegen bewirkte keinen Defekt der Partikel-
freisetzung. Dennoch wies die L2-Mutante eine verringerte Infektiosität im
Vergleich zum Wildtyp auf (Abb. 3-3, Kapitel 3.1.1.2). Ein Grund hierfür, könnte
allerdings die bei dieser Mutante im Western Blot beobachtete verringerte Pol
Verpackung sein (Abb. 3-4, Kapitel3.1.1.2). Obwohl bisher nur für Mutanten mit
Deletionen der GR I- und GR II-Boxen im proviralen Kontext ein Einfluß auf die
Inkorporation von Pol gezeigt werden konnte. Wobei dieser Verpackungsdefekt mit
einer gleichzeitig verringerter Pol Expression und Prozessierung einherging (Stenbak
and Linial 2004), was jedoch im Falle der L2-Mutante nicht zu beobachten war.
Mutationsanalysen von konservierten Prolinen in der HIV-1 Gag Kapsid-
Untereinheit belegen, daß einige dieser Aminosäurereste notwendig für die richtige
Kapsidstruktur, speziell die Stabilität der Kapside, sowie wichtig für die Infektiosität
sind (Fitzon et al. 2000). Nicht bei allen in diese Studie untersuchten HIV-1 Gag
Mutanten war eine sichtbare Veränderung der Kapsidstruktur in EM-Aufnahmen zu
verzeichnen, sondern die Kapside zeigten nur eine höhere Stabilität gegenüber einer
Detergenzbehandlung. Die Autoren folgerten daraus, daß diese Mutanten
funktionelle Defekte beim Kapsidzusammenbau oder beim Kapsidzerfall während
des Eintritts in die Zielzelle hatten. Die PFV Gag PPPI Mutante wies in den EM-
Aufnahmen einen vollkommen wildtypischen Phänotyp auf, ein sichtbarer Effekt auf
die Kapsidstruktur war, ähnlich wie bei einigen der beschriebenen HIV-1 Gag Prolin
Mutanten nicht vorhanden. Was aber einen Einfluß auf die Kapsidstruktur im
niedermolekularen Bereich nicht ausschließen läßt. Ein ähnlicher Phänotyp mit stark
verringerter Infektiosität, bei gleichzeitig wildtypischer Morphologie der Kapside in
EM-Aufnahmen wurde bereits für eine PFV Gag Mutante mit C-terminal deletiertem
p3-Protein beschrieben. Für diese Mutante wurde ein Defekt während der Infektion,
beim Eindringen in die Zielzelle oder während des Kapsidzerfalls, vielleicht auch bei
dem Transport und der richtigen Funktion des Präintegrationskomplexes vermutet
(Zemba et al. 1998). Da die drei-dimensionale Struktur des PFV Gag-Proteins bis
heute nicht entschlüsselt werden konnte, sind auch noch keine Aussagen über
eventuelle strukturelle Veränderungen im Gag-Protein durch die PPPI Mutation
möglich. Dennoch hat das PFV Gag PPPI Motiv höchstwahrscheinlich keine
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klassische L-Domän Funktion, da nur die Infektiosität, nicht aber die
Partikelfreisetzung durch die Mutation beeinflußt wurde.
Interessanterweise ist nur das zur EIAV YPXL L-Domänen ähnliche PFV Gag
YXXL Motiv in allen FV Isolaten zu finden. Wobei die Aminosäuren an Position
zwei und drei des Motivs innerhalb der verschiedenen Spezies differieren. Auch
wenn es so scheint, als ob das PSAP Motiv innerhalb der Primaten FV als
funktionelle L-Domäne fungiert, wirft sich natürlich die Frage auf, welche L-
Domäne andere FV Spezies nutzen. Die Analyse der Funktion des konservierten
YEIL Motivs von PFV erbrachte sehr interessante Befunde. Zum einen wurde die
Partikelfreisetzung durch die L3 Mutation leicht reduziert, zum anderen verloren die
Virionen komplett ihre Infektiosität (Abb. 3-3, Kapitel 3.1.1.2, (Stange et al. 2005)).
Das könnte dafür sprechen, daß dieses YEIL Motiv wahrscheinlich nicht als
klassische L-Domäne agiert. Auch war bei gleichzeitig inaktivierten PSAP und PPPI
Motiv (L1/2/3) kein weiterer Verlust der Freisetzungseffizienz zu verzeichnen, als
wenn ein intaktes YEIL Motiv (L1/2) noch vorhanden war. Zudem zeigten PFV Gag
C-terminale Deletionsanalysen, daß ein C-terminal bis As 297 verkürztes Gag-
Protein, trotz Deletionen des YEIL und PPPI Motivs Partikel freisetzen kann.
Wohingegen die Verkürzung des Gag-Proteins inklusive der PSAP Sequenz zur
drastisch reduzierten Partikelfreisetzung führte. Was das PFV Gag PSAP Motiv in
seiner vermuteten L-Domän Funktion bestärkte, dem YEIL und PPPI Motiv
allerdings eine Rolle bei der Partikelfreisetzung absprach (Cartellieri et al. 2005).
Die PFV Gag YEIL Motiv schien hingegen direkt bei der Kapsidmorphogenese
involviert zu sein, denn die L3-Mutante zeigte in EM-Aufnahmen keine normalen
Kapsidstrukturen im Zytoplasma transfizierter 293T-Zellen. Die freigesetzten
Partikel variierten stark in Größe und Form, trugen allerdings auf ihrer Oberfläche
die typischen Env Spike Strukturen. Jedoch beinhalteten die Partikel kein typisches
sphärisches Kapsid, sondern nur punktförmige, vermutlich aus akkumuliertem Gag-
Protein bestehende, elektronendichte Aggregate. Ein direkter Nachweis der Gag-
Protein Ansammlung im elektronendichten Material des Zytoplasmas müßte
allerdings über eine immunochemische EM-Analyse mit Goldpartikel-markierten
Antikörpern erfolgen.
Diese in den EM-Aufnahmen beobachtete aberrante Kapsidstruktur könnte
natürlich die Ursache für den kompletten Verlust der Infektiosität der L3-Mutante,
bei gleichzeitig nur marginal verringerter Partikelfreisetzung sein. Die proteinbio-
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chemische Analyse von Zelllysaten und Partikelpräparationen von im 4-Plasmid-
System transfizierten 293T-Zellen ergab für diese Mutante keine Anomalien, die den
Infektivitätsverlust in diesem Hinblick erklären würde (Abb. 3-4, Kapitel3.1.1.2). So
enthalten freigesetzte Partikel normal prozessiertes Gag-Protein, was, wie bereits
erwähnt, abhängig ist von einer Pol und Virusgenom Verpackung. Der Nachweis des
Pol-Vorläuferproteins, sowie dessen Spaltprodukte, war allerdings aufgrund der
reduzierten Partikelmenge nur in geringem Umfang möglich. Ein deutlich negativer
Einfluß der YEIL Mutation auf die Pol Expression war hingegen zu verzeichnen,
wenn die Mutante im replikations-defizienten Vektorsystem untersucht wurde (Abb.
3-5, Kapitel 3.1.2.2). Eine Erklärung dafür ist die Überlappung der Mutation mit dem
pol-Spleißakzeptormotiv im PFV gag-Gen und die dadurch stark verringerte bzw.
sogar komplett gehemmte Bildung von einfach gespleißter mRNA für die Pol
Translation. Die aus der reduzierten Pol Expression resultierende fehlende Gag
Prozessierung kann dennoch nicht als Ursache für den aberranten Phänotyp der
Kapside in den EM-Bildern angenommen werden, denn Aufnahmen von beiden
Vektorsystemen, 4-Plasmid- und 1-Plasmid-System, ergaben ein gleiches Resultat.
Um zu bestätigen, daß das hier untersuchte PFV Gag YEIL Motiv keine
klassische L-Domän ist, wurde, wie für die PFV PSAP Mutante bereits beschrieben,
versucht, die Funktion des YEIL Motivs durch homo- und heterologe L-Domän
Sequenzmotive funktionell zu ersetzen. Das war jedoch nicht erfolgreich, denn keine
der eingeführten L-Domän-haltigen Sequenzabschnitte von HIV-1 p6, RSV p2b oder
EIAV p9 führte zur Erhöhung der Partikelfreisetzung oder zur Aufhebung des
Infektivitätsdefekts (Abb. 3-10, Kapitel 3.1.4.2). Dies bestärkt neben den Daten der
morphologischen Charakterisierung der L3-Mutanten, die Annahme, daß das PFV
YEIL Motiv nicht als klassische L-Domäne fungiert.
Zusammengefaßt ergab die funktionelle Charakterisierung der drei potentiellen
PFV L-Domänen, daß ein PSAP Motiv als dominante L-Domäne funktioniert und in
seiner Funktion auch durch L-Domänen anderer Retroviren teilweise oder
vollständig ersetzt werden kann. Ein PPPI Motiv scheint eine schwache Rolle bei der
L-Domän Funktion zu besitzen, wobei diese abhängig von einem intakten PSAP
Motiv ist. Ein ähnlicher Effekt, bei gleichzeitig zwei vorhandenen L-Domän
Motiven, wurde auch für M-PMV beschrieben (Gottwein et al. 2003). Bei diesem
Virus liegen ein PPPY und PSAP Motiv sehr nahe beieinander. Im Gegensatz zu
PFV ist bei M-PMV das PSAP Motiv alleine nicht ausreichend für die L-Domän
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Funktion, denn die Hauptfunktion als L-Domäne besitzt dort das M-PMV Gag PPPY
Motiv. Auch Patton und Kollegen kamen bei der Charakterisierung der PFV L-
Domänen zu ähnlichen Ergebnissen (Patton et al. 2005). Sie konnten zeigen, daß die
Infektiosität verringert wurde bei Einführung der PSAP bzw. PPPI Mutationen in das
Gag-Protein des PFV Provirus. Allerdings war ein deutlich geringerer Einfluß auf die
Infektiosität zu verzeichnen, als in den Analysen der vorliegenden Arbeit. Ihre
Ergebnisse korrelierten mit den in dieser Arbeit präsentierten Daten und bestätigen
die Hauptfunktion des PFV Gag PSAP Motivs als L-Domäne, da dessen Mutation zu
einem deutlicheren Titerverlust führte als die PPPI Einzelmutation. Dennoch wurde
durch Patton und Kollegen ein Einfluß des PPPI Motivs zur L-Domän Funktion nicht
ausgeschlossen, da Proviren mit der PSAP/PPPI Doppelmutation geringer infektiös,
als die PSAP Einzelmutante an sich, waren. Allerdings führten die Autoren keine
Quantifizierung der Partikelfreisetzung durch und konnten somit nicht zwischen der
Gesamtmenge an physikalisch freigesetzten Partikeln und dem Anteil infektiöser
Virionen unterscheiden. Die Analyse des in allen FV konservierten YXXL Motivs in
unseren Untersuchungen ließ in hingegen auch eher auf eine Funktion beim
Kapsidzusammenbau, als bei der Partikelfreisetzung schließen, was in weiteren
Analysen näher untersucht werden sollte.
Für den Zusammenbau orthoretroviraler Kapside sind im allgemeinen zwei
Untereinheiten des retroviralen Gag-Proteins, Kapsid und Nukleokapsid, essentiell.
Das CA besteht dabei aus zwei separaten Domänen, der N-terminalen (NTD) und C-
terminalen CA-Domäne (CTD), die über eine kurze Linkersequenz miteinander
verbunden und für unterschiedliche Funktion wichtig sind. Die CTD vermittelt die
direkte CA-CA Interaktion und ist zusammen mit dem Nukleokapsid, daß die Gag
Oligomerisation durch eine Interaktion der Gag-Moleküle mit dem viralen Genom
fördert, notwendig für den Kapsid Zusammenbau (Übersicht in Morikawa 2003;
Bukrinskaya 2004). Die NTD hingegen scheint notwendig für die
Kapsidmorphologie und die Ausbildung des reifen Kapsides zu sein (Göttlinger
2001). Für das foamyvirale Gag-Protein, welches keine Prozessierung in die
Untereinheiten MA, CA und NC erfährt, wird eine Gag-Gag Interaktions-Domäne im
Bereich zwischen As 414 bis 540 vermutet, welcher auch die Nukleinsäure-bindende
GR I-Box beinhaltet (Bowzard et al. 1998). Genau in diesem Sequenzabschnitt liegt
bei PFV auch das innerhalb der FV hoch konservierte YXXL Motiv. Eine
Alaninscan Mutationsanalyse des YEIL Motivs und zweier flankierender, innerhalb
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aller FV konservierter As, ein Glyzin und ein Leuzin, sollte Aufschluß über die
Ursache des Infektivitätsverlustes geben. Die Einzelmutanten wurden neben ihrer
Partikelfreisetzungseffizienz auch auf Infektiosität und ihren RNA sowie DNA
Gehalt hin untersucht.
Es zeigte sich, daß die Mutation des E465, welches innerhalb der FV die am
wenigsten konservierte As innerhalb dieses Motivs darstellt (siehe Abb. 4-1),
komplett toleriert wurde. Wohingegen die anderen Einzelmutanten, bis auf die G468A
Mutante, ähnliche Effekte auf die Partikelfreisetzung und den vollständigen Verlust
der Infektiosität aufwiesen, wie die ursprüngliche L3-Mutante (Abb. 3-11 und Tab.
3-3, Kapitel 3.1.5.1 und 3.1.5.2). Dennoch war für alle Punktmutanten in der
biochemischen Analyse die Inkorporation von Pol- und Env-Protein in ähnlichen
Verhältnissen zu Gag, wie bei wildtypischen Partikeln, nachweisbar (Mannigel et al.
2007). Ein Fehlen dieser essentiellen Virusbestandteile als Ursache für die fehlende
Infektiosität konnte daher ausgeschlossen werden.
Abb. 4-1: Sequenz Alignment der YXXL Motiv Region im Gag-Protein
verschiedener FV Isolate
Genbank Nummer der aufgeführten viralen Genome: PFV - NC001736; SFVcpz
(Schimpansen FV) – U04327; SFVmac (Makkaken FV) – X54482; SFVagm (Afrikanische
Grüne Meerkatze FV) – M74895; SFVora (Orang-Utan FV) – AJ544579; BFV (Rinder FV)
– U94514; EFV (Pferde FV) – AF201902; FFV (Katzen FV) – U85043; die Position der
ersten und letzten As des jeweiligen Sequenz ist angegeben. Innerhalb der Isolate
konservierte As sind als – dargestellt. Innerhalb aller FV Isolate konservierte As sind im
PFV Gag-Protein Abschnitt fett gedruckt.
Nur die G468A Gag Mutante zeigte interessanterweise einen intermediären,
temperatur-sensitiven Phänotyp, der sich durch steigende Infektiosität und
Veränderung der Kapsidmorphologie hin zu hufeisenförmigen, offenen Kapsiden,
bei niedrigerer Temperatur auszeichnete (Abb. 3-12, Kapitel 3.1.5.3). Dieser Effekt
des Infektivitätsverlust mit ähnlicher morphologischer Veränderung der
Kapsidstruktur wurde bisher nur für PFV Gag p71/p68 Spaltstellenmutanten
459 472HLNAVPFV YEIL GLNAR
SFVcpz 464 477----- ---- -----
SFVmac 449 463----- --L- -----
SFVagm 441 454---DI -Q-- -----
SFVora 436 449--HL- ---- ---H-
BFV 357 370IIRD- -A-- --DPL
EFV 369 382IIRE- --V- --DPL
FFV 330 343VI-NL -TM- ---IH
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beschrieben (Enssle et al. 1997; Fischer et al. 1998; Zemba et al. 1998). Diese Gag-
Mutanten waren nicht in der Lage lineare, virale cDNA in transfizierten Zellen zu
akkumulieren, was die Ursache des Replikationsdefektes sein könnte (Enssle et al.
1997). Allerdings erfolgte in diesen Studien weder der Nachweis des tatsächlichen
Nukleinsäure-gehaltes der viralen Partikel, noch der Beweis einer Pol Inkorporation.
FV weisen eine besondere Replikationsstrategie auf, denn die reverse
Transkription findet im Gegensatz zu anderen Retroviren spät im Replikationszyklus
statt und freigesetzte, infektiöse FV enthalten bereits doppelsträngige, lineare DNA
(Yu et al. 1996; Moebes et al. 1997; Yu et al. 1999; Roy et al. 2003). Bis auf die
E465A- und G468A-Mutante enthielten alle Einzelmutanten und auch die L3 YEIL
Mutante keine DNA in den Nukleinsäureextraktionen aus den freigesetzten Partikeln,
wohingegen alle Mutanten RNA in die Viruspartikel inkorporiert hatten (Tab. 3-3,
Kapitel 3.1.5.2). Dieses Ergebnis läßt vermuten, daß die nicht infektiösen
Punktmutanten einen Defekt in der reversen Transkription ihres Genoms besaßen.
Eine enzymatisch inaktive Reverse Transkriptase war allerdings nicht die Ursache
für die fehlende Genomumschreibung, denn im Partikel-haltigen Überstand
transfizierter Zellen konnte mittels eines in vitro Ansatzes die Funktionalität der
Reversen Transkriptase aller Punktmutanten nachgewiesen werden (Mannigel et al.
2007). Anscheinend war die Reverse Transkriptase in vivo inaktiv, was auf die
extrem veränderte Kapsidstruktur der YEIL L3 Mutante und der exemplarisch
analysierten Y464A-Punktmutante zurückzuführen sein könnte. Im Gegensatz zur
E465A-Mutante, die einen wildtypischen Phänotyp nicht nur in den EM-Aufnahmen
aufwies, zeigte die nicht infektiöse, nicht DNA enthaltende Y464A-Mutante die
gleiche aberrante Kapsidstruktur wie bereits für die L3 Mutante beschrieben wurde
(Abb. 3-7 und Abb. 3-12, Kapitel 3.1.3 und 3.1.5.3).
Verschiedene Arbeitsgruppen haben für das HIV-1 Gag-Protein Mutanten mit
ähnlichem Phänotyp beschrieben, der sich durch einen Defekt in der
Kapsidmorphologie auszeichnet und einhergeht mit einem teilweisen oder
kompletten Infektivitätsverlust, bedingt durch Probleme bei der reversen
Transkription. Diese HIV-1 Gag-Mutanten beinhalteten Veränderungen in der NTD,
dem Teil, der für die Kapsidmorphologie notwendig zu sein scheint (Dorfman et al.
1994; Reicin et al. 1995; von Schwedler et al. 1998; Fitzon et al. 2000). Mutationen
in diesem Bereich führten zu Fehlern in frühen Schritten des Replikationszyklus, wie
beispielsweise dem „uncoating“ des Kapsides, oder der Initiation oder Ausführung
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der kompletten reversen Transkription, was dazu führte das ihr Virusgenom nicht in
DNA umgeschrieben werden konnte (Reicin et al. 1995; Fitzon et al. 2000; Tang et
al. 2001). Das könnte natürlich bedeuten, daß das hier untersuchte PFV Gag
YEILGL Motiv eine Funktion bei der Kapsidmorphogenese ähnlich der HIV-1 NTD
besitzt.
Es ist auch möglich, daß das PFV YEILGL Motiv direkt an der Gag-Gag
Interaktion beteiligt ist, denn die Punktmutanten waren nicht in der Lage Kapsid-
ähnliche Strukturen auszubilden. Auch liegt das Motiv innerhalb des als Interaktions-
Domäne beschriebenen Gag Bereichs von As 414 bis 540, der auch die
Nukleinsäure-bindende GR I-Box enthält (Bowzard et al. 1998). Für I-Domänen ist
beschrieben, daß sie viele basische As enthalten, die notwendig sind für die
Interaktion mit Nukleinsäuren (Bowzard et al. 1998; Cimarelli et al. 2000). Die
virale RNA, aber auch unspezifische RNA Moleküle, dienen als Stützskelett für die
Gag-Gag Interaktion (Cimarelli et al. 2000; Sandefur et al. 2000). Allerdings sind in
der direkten Umgebung des PFV Gag YEILGL Motivs keine basischen Aminosäuren
und auch die Interaktion des Gag-Proteins mit Nukleinsäuren scheint nicht gestört zu
sein, denn es wird virale RNA in die Partikel verpackt. Ob die Mutationen aber eine
negative Wirkung auf die Gag-Gag Interaktion an sich besitzen, wurde in dieser
Arbeit nicht analysiert. Für HIV-1 konnten beispielsweise Punktmutanten der CTD
beschrieben, die nicht infektiös waren und schwere Defekte im Kapsidzusammenbau
aufwiesen, der mit Defekten in der CA-CA Interaktion begründet wurde (von
Schwedler et al. 2003).
Tatsache ist, daß das konservierten PFV Gag YEILGL Motiv für die
Kapsidbildung und nur in einem sehr geringen Maße für die Partikelfreisetzung,
essentiell zu sein scheint. Der korrekte Kapsidzusammenbau ist jedoch keine
Voraussetzung für die Inkorporation der anderen viralen Komponenten. Dennoch
spielt die korrekte Kapsidmorphologie eine große Rolle bei der Aktivierung der
reversen Transkription. Wahrscheinlich braucht die Reverse Transkriptase ein
optimales Mikroklima innerhalb des Kapsids. Wobei es augenscheinlich
Unterschiede zwischen der in vitro und in vivo reversen Transkription gibt, denn in
vitro ist dieser Prozeß vollkommen unabhängig der Kapsidmorphologie und kann
auch in Abwesenheit anderer viraler Proteine stattfinden.
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4.2. Essentielle Sequenzmotive der SVP-Freisetzung von PFV
Das membranumhüllte Viren neben infektiösen Virionen, auch Kapsid-lose,
Hüllprotein-haltige, sogenannte subvirale Partikel bilden können, ist am besten von
den Hepadnaviren bekannt. HBV infizierte Zellen setzen etwa 10.000-fach mehr
SVP frei, als tatsächlich infektiöse Virionen. Heutzutage wird dieser Effekt des
Hepadnavirus Hüllproteins ausgenutzt, um Impfstoff gegen HBV herzustellen, denn
die SVP sind gute Immunogene. Es wird vermutet, daß an der HBV SVP-Bildung
Chaperone beteiligt sind, jedoch über spezifischen Determinanten des HBV S-
Hüllproteins, die den Prozeß der Freisetzung vermitteln, ist nur wenig bekannt
(Bruss 2004). Eine ähnliche SVP-Bildung konnte auch bei verschiedenen Flaviviren,
wie dem Tick-Borne encephalitis virus oder dem Yellow fever virus (Pincus et al.
1992; Allison et al. 1995), aber ebenso bei Vertretern der Coronaviren (Vennema et
al. 1996; Maeda et al. 1999) beobachtet werden. Retroviren hingegen sind nicht
dafür bekannt, daß sie SVP freisetzen. Das retrovirale Gag-Protein ist aber alleine in
der Lage membranumhüllte, Kapsid-haltige VLPs zu bilden. Um so erstaunlicher
war der Befund der Arbeitsgruppe von P.A. Göpfert, die eine SVP-Freisetzung bei
PFV nachweisen konnte (Shaw et al. 2003). Diese erfolgte zwar in wesentlich
geringerem Umfang, als bei HBV, konnte aber durch die Mutation von fünf
Lysinresten im Leaderpeptid des Hüllglykoproteins (∆Ubi-Mutante) drastisch, um
das 20- bis 50-fache im Vergleich zu wt PFV Env, gesteigert werden (Stanke et al.
2005). Die SVP erwiesen sich dabei als sehr ähnlich in Größe, Form und Dichte den
viralen Partikeln (Shaw et al. 2003; Stanke et al. 2005). Ein ähnlicher Befund, wie er
bereits für die Coronavirus SVP gemacht wurde (Vennema et al. 1996). Die SVPs
von Flavi- und Hepadnaviren sind hingegen prinzipiell kleiner im Durchmesser als
die viralen Partikel (Schalich et al. 1996; Bruss 2004). Die absolute Notwendigkeit
des FV Hüllproteins für die Interaktion mit dem viralen Kapsid und der
Unterstützung der Freisetzung viraler Partikel beweißt schon die besondere Funktion,
die das Glykoprotein im foamyviralen Replikationszyklus einnimmt. Andere
retrovirale Glykoproteine sind hingegen für die Partikelfreisetzung entbehrlich. Auch
besitzt das FV Glykoprotein eine für ein retrovirales Hüllprotein recht
ungewöhnliche Biosynthese (Übersicht in Lindemann and Goepfert 2003). Es wird
als Vorläuferprotein am rauhen ER synthetisiert und liegt dann vorerst in einer Typ
III Membrankonfiguration, mit N- und C-Terminus im Zytoplasma lokalisiert, vor.
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Die Spaltung in die drei typischen Untereinheiten des Glykoproteins, LP, SU- und
TM-Untereinheit, erfolgt durch Furin- oder Furin-ähnliche Proteasen und nicht durch
den Signalpeptidase-Spaltkomplex (Duda et al. 2004; Geiselhart et al. 2004). Das
LP, welches neben der MSD der TM-Untereinheit auch eine besondere Funktion bei
der Interaktion mit dem Gag-Protein besitzt, verbleibt mit den viralen Partikeln
assoziiert und kann auch in SVPs nachgewiesen werden (Stanke et al. 2005). Welche
Determinanten des FV Env-Proteins allerdings die SVP-Freisetzung fördern, wurde
bisher nicht untersucht.
Durch die Analyse einer Reihe von Deletions- und Punktmutanten erfolgte in
dieser Arbeit die Eingrenzung und Charakterisierung einzelner essentieller Bereiche
für die SVP-Bildung in den zytoplasmatischen Anteilen des N- und C-Terminus von
PFV Env. Dabei wurden die Effekte auf die SVP-Freisetzung, des wt Env-Proteins,
sowie auf die massiv SVP freisetzende ∆Ubi Env-Variante betrachtet.
Sukzessive Deletionen der zyD am C-Terminus von PFV Env bis hin zur MSD
der TM-Untereinheit führten zum Anstieg der SVP-Freisetzung im wt sowie ∆Ubi
Kontext (Abb. 3-15, Kapitel 3.2.1), was auf eine inhibitorische Wirkung dieser TM-
Domäne auf die SVP-Bildung deuten könnte. Jedoch war dieser Anteil der TM-
Untereinheit für die virale Partikelfreisetzung und Infektiosität als entbehrlich
beschrieben worden. Wobei kein Anstieg der Zelloberflächenexpression, trotz
deletiertem ERS und auch keine Erhöhung der Partikelfreisetzung auftrat
(Pietschmann et al. 1999; Pietschmann et al. 2000). Diese Ergebnisse lassen darauf
schließen, daß in der zyD von TM spezifische Sequenzen enthalten sein könnten, die
eine SVP-Freisetzung inhibieren, nicht aber die Freisetzung viraler Partikel. Das in
diesem Abschnitt enthaltene ERS (Goepfert et al. 1995; Goepfert et al. 1997;
Goepfert et al. 1999) scheint jedoch nicht wesentlich an der Inhibierung beteiligt zu
sein, denn die Mutation des Lysin Motivs bewirkte nur einen schwachen Anstieg der
SVP-Freisetzung im wt, nicht aber im ∆Ubi Kontext (Abb. 3-17, Kapitel 3.2.2).
Eine weitere Erklärung für die verstärkte SVP-Bildung der C-terminal um die zyD
verkürzten Env Mutanten könnte auch die Deletion von potentiellen
Ubiquitinylierungsstellen in diesem Bereich sein. Die Modifizierung von
Membranproteinen, wie Rezeptoren oder Ionenkanäle, durch Monoubiquitin dient
unter anderem als Signal für deren Endozytose von der Plasmamembranoberfläche
(Übersicht in Hicke 2001). So wird auch für das PFV Env-Protein vermutet, daß über
eine Monoubiquitinylierung von Lysinen im Env LP die intrazelluläre Verteilung des
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Env-Proteins beeinflußt und die Internalisierung von der Membranoberfläche
gefördert wird. Ein Prozeß der wahrscheinlich zur Regulation der SVP Freisetzung
beiträgt (Stanke et al. 2005 und Lüftenegger unveröffentlicht). Das ERS in der zyD
der TM-Untereinheit besteht aus drei Lysinen, die theoretisch auch ubiquitinyliert
werden könnten. Allerdings konnte eine Ubiquitinylierung der Env TM-Untereinheit
bisher nie nachgewiesen werden. Was darauf hindeuten könnte, daß diese Lysine
nicht oder nur minimal, daß heißt unterhalb der Detektionsgrenze, durch Ubiquitin
modifiziert werden. Die leichte Erhöhung der SVP-Freisetzung der C-terminal
deletierten ∆Ubi Mutanten (∆Ubi C981 und ∆Ubi C975) könnte durch das Fehlen der
restlichen, für die Ubiquitinylierungsmaschinerie frei zugänglichen Lysine erklärt
werden. Wobei dadurch die übrigen, möglichen Endozytosesignale deletiert wären,
was die Internalisierung von Env verhindern und zu einer verstärkten SVP-
Freisetzung führen könnte. Allerdings führte die alleinige Mutation der Lysine des
ERS nur zu einem schwachen Anstieg der SVP-Freisetzung im wt Kontext, nicht
aber im Zusammenhang mit der ∆Ubi Mutante. Was auf keinen bzw. nur einen sehr
geringen Einfluß der Lysine des ERS auf die SVP-Bildung deuten würde. Für die
fünf- bis sechsfach erhöhte SVP-Freisetzung der C-terminal deletierten wt Env
Konstrukte wäre eine fehlende Ubiquitinylierung des ERS und dadurch verhinderte
Endozytose keine Erklärung, da die ∆C981 und ∆C975 Mutanten eindeutig
ubiquitinylierte Env LP Formen in den freigesetzten SVPs aufwiesen (Abb. 3-15,
Kapitel 3.2.1). Gleichzeitig konnte in früheren Analysen gezeigt werden, daß diese
C-terminal trunkierten Proteine nicht verstärkt auf der Oberfläche exprimiert werden
(Pietschmann et al. 2000). Das würde eher auf einen inhibitorischen Effekt der zyD
von TM hinweisen, der durch andere zelluläre Faktoren und Mechanismen ausgelöst
wurde, als auf das Fehlen einer möglichen Monoubiquitinylierung, was die
Endozytose verhindert.
Allerdings ist es möglich, daß die TM-Untereinheit ein weiteres Endozytosesignal
trägt. So ist beispielsweise beschrieben, daß neben einem Tyrosin basierenden As
Motiv auch ein Di-Leuzin Motiv zur Endozytose des HIV-1 Env-Proteins beiträgt
(Byland et al. 2007). Am C-Terminus des PFV Env-Proteins sind zwei Di-Leuzin
Motiv ähnliche Sequenzabschnitte enthalten. Wobei zwei aufeinander folgende
Leuzine an As Position 969 und 970 eventuell noch innerhalb der MSD der TM-
Untereinheit liegen und somit wahrscheinlich nicht zugänglich sind für den Clathrin-
vermittelten Endozytoseweg. Ein weiteres Motiv liegt bei As Position 973 und 974,
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wobei die erste As ein Isoleuzin ist. Ein Tyrosin basierendes As Motiv, mit der
Sequenz YLKP, ist innerhalb der MSD an As Position 957 bis 960 vorhanden.
Wobei dies nicht vollständig der Konsensussequenz YXXΨ (Ψ  steht für eine
hydrophobe As) entspricht, da mit einem Prolin keine hydrophobe As an Position
vier des Motivs vorhanden ist. Jedoch konnte für eine nicht-konservative
Punktmutation des Lysins an Position 959 innerhalb dieser Sequenz eine massive
Erhöhung der Oberflächenexpression von Env gezeigt werden, was zu der
Vermutung führte, daß dieses Lysin Teil eines Retentions oder Retrieval Signals ist,
welches den Transport des Env-Proteins zur Zelloberfläche negativ beeinflußt. Die
Funktion als ERS war aber nicht an das Lysin gebunden, sondern die basische As-
Ladung an dieser Position war entscheidend (Pietschmann et al. 2000). In der
vorliegenden Arbeit war kein weiterer Anstieg der SVP-Freisetzung durch eine
konservative Mutation des K959 zu Arginin zusätzlich zur ERS und K976/R Mutation
im wt und ∆Ubi Kontext zu verzeichnen (Abb. 3-17, Kapitel 3.2.2). Die
Zelloberflächenexpression der Mutanten wurde jedoch nicht analysiert, war aber
aufgrund der gleichgebliebenen Ladung durch die konservative Mutation von Lysin
zu Arginin vermutlich nicht weiter erhöht.
Auch die Deletion des C-terminalen Anteils der MSD der TM-Untereinheit
(∆C960) führte zu einem leichten Anstieg der SVP-Freisetzung der wt basierenden
Mutante (Abb. 3-15, Kapitel 3.2.1), bei gleichzeitig für die Mutante bereits
nachgewiesener stark erhöhter Oberflächenexpression (Pietschmann et al. 2000). Die
gleiche Deletion im ∆Ubi Kontext resultierte bereits in einer Reduktion der SVP-
Freisetzung. Die komplette Deletion der MSD (∆C937) hingegen hatte in beiden
Fällen eine auf wt Level reduzierte SVP-Freisetzung zur Folge (Abb. 3-15, Kapitel
3.2.1). Ein Effekt der ähnlich auch für die Funktion des Env-Proteins bei der viralen
Partikelfreisetzung beschrieben wurde, denn dabei führte die Deletion der MSD zum
kompletten Verlust der Partikelfreisetzungskapazität. Für die Inkorporation des Env-
Proteins in virale Partikel und damit die Membranverankerung des Proteins waren
die N-terminalen 15 As der MSD der TM-Untereinheit, die in der ∆C960 Mutante
noch vorhanden waren, aber hinreichend (Pietschmann et al. 1999; Pietschmann et
al. 2000). Man könnte davon ausgehen, daß auch für die SVP-Freisetzung eine
Membranverankerung des Env-Proteins über die TM-Untereinheit essentiell und
ausreichend ist. Allerdings kann die SVP-Freisetzung, ähnlich wie die Freisetzung
viraler Partikel, nicht durch eine heterologe Membranverankerung wieder hergestellt
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werden. Eine Env MSD Deletionsmutante mit C-terminal fusioniertem Glyko-
phospholipid-Anker (∆C937Pi) war weder in der Lage die SVP-Bildung (Abb. 3-15,
Kapitel 3.2.1), noch die Freisetzung von Virionen zu retten (Pietschmann et al.
1999). Wobei für dieses Konstrukt eine Membranverankerung und starke Zellober-
flächenexpression nachgewiesen wurde (Pietschmann et al. 1999; Pietschmann et al.
2000).
Für den Verlust der SVP-Freisetzung könnte daraus geschlußfolgert werden, daß
durch die MSD beispielsweise eine Interaktion mit der MSD des LPs vermittelt wird
und dadurch das Env-Protein in der Membran eine Konformation einnimmt, die eine
SVP Freisetzung erst ermöglicht. Ein heterologer Membrananker scheint zu dieser
Interaktion nicht in der Lage zu sein. Diese Annahme der Interaktion zwischen MSD
von LP und TM-Untereinheit wird dadurch noch verstärkt, daß auch für die
Interaktion mit dem Kapsid während der Partikelmorphogenese von FV ein
zweistufiger Prozeß der Gag-Env Interaktion vermutet wird. Wobei eine erste, starke
Interaktion des Gag-Proteins mit dem „Budding“ Motiv, zwei konservierten
Tryptophanresten am N-Terminus des LPs, stattfindet und dann in einem weiteren
Schritt die Interaktion der Kapside mit dem Env-Protein durch die Wechselwirkung
mit der MSD der TM-Untereinheit stabilisiert wird (Lindemann and Goepfert 2003).
Ob dabei die MSD von TM direkt mit dem Gag-Protein interagiert, zelluläre Proteine
involviert sind, oder die zwei MSDs miteinander wechselwirken ist ungeklärt.
Die Notwendigkeit der Membranverankerung des Hüllproteins für eine
Freisetzung von SVPs konnte auch für Flaviviren, eine Gattung von kleinen,
umhüllten RNA Viren aus der Familie der Flaviviridae, gezeigt werden. Neben dem
Haupthüllglykoprotein E, welches am C-Terminus eine membranspannende Domäne
besitzt, brauchen Flaviviren für die Freisetzung von SVPs ein weiteres
membranständiges Protein, das kleine Membranprotein M. Die Deletion der MSD
des E-Proteins führte noch zur M-Protein abhängigen Freisetzung des E-Proteins.
Dies lag aber nicht mehr in partikulärer Form, sondern als sekretiertes
Proteinaggregat vor. Die Membranverankerung durch das E-Protein scheint somit
notwendig für die Bildung oder Stabilität der SVPs der Flaviviren (Allison et al.
1995; Op De Beeck et al. 2003).
Auch das Rhabdovirus VSV Glykoprotein G kann die Freisetzung von G-Protein-
haltigen Vesikeln induzieren, wenn es in Zellen überexprimiert wird (Rolls et al.
1994). Die Fusion des Coronavirus SARS Spike Glykoprotein S, welches selbst nicht
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zu Freisetzung fähig ist, mit der MSD und zyD von VSV-G und Expression in 293T-
Zellen führt zur Oberflächenexpression und effizienten Inkorporation des chimären
Proteins in Membranvesikel. Diese können über ein 20%iges Sucrosekissen pelletiert
werden und enthalten typische Exosomen-Markerproteine, wie HSP90 und CD82.
Das S-Protein alleine ist jedoch nicht zur SVP-Freisetzung fähig (Kuate et al. 2007).
Da das VSV-G-Protein ein Typ I-Membranprotein ist, konnten für die SVP-
Freisetzung nur die C-terminal gelegene zyD und MSD verantwortlich sein. Obwohl
natürlich eine Interaktion der VSV-G Ektodomänen nicht ausgeschlossen ist.
Das FV Env-Protein besitzt ganz im Gegensatz zum VSV-G und Orthoretroviren
eine nur sehr kurze zyD am C-Terminus. Allerdings ist das Partikel-assoziierte LP
mit einer, für ein retrovirales Glykoprotein sehr langen zyD ausgestattet. Im
Gegensatz zu anderen Retroviren spielt das FV LP, neben seiner Funktion als
Signalpeptid für die Einschleusung des Env-Proteins ins ER, eine entscheidende
Rolle bei foamyviralen Partikelfreisetzung. Für eine effiziente Freisetzung viraler
Partikel ist die Interaktion zwischen den Gag- und Env-Proteinen notwendig. Dabei
vermittelt ein als Budding-Domäne bezeichneter 15 As langer Proteinabschnitt am
N-Terminus von Env, speziell zwei konservierte Tryptophanreste an As Position 10
und 13 die spezifische Interaktion mit dem Gag-Protein (Lindemann et al. 2001;
Wilk et al. 2001). Der N-Terminus des LP ist gleichfalls verantwortlich für die
intrazelluläre Verteilung des Proteins, denn N-terminale LP Deletionsmutanten
zeigten eine starke Env Oberflächenexpression, obwohl ein intaktes ERS in der zyD
der TM-Untereinheit vorhanden war (Lindemann et al. 2001). Weiterhin sind in der
zyD von LP fünf Lysinreste enthalten, von denen die ersten vier durch Ubiquitin
modifiziert werden können. Eine Mutation der fünf Lysine steigert die
Oberflächenexpression des Hüllproteins enorm (Lindemann persönliche Mitteilung)
und bewirkt eine starke SVP Freisetzung an der Zelloberfläche und intrazellulären
Membranen (Stanke et al. 2005).
Das der N-Terminus von PFV Env nicht nur einen entscheidenden Einfluß auf die
virale Partikelfreisetzung, sondern auch auf die SVP-Freisetzung besitzt, ergaben die
Untersuchungen von N-terminalen Deletionsmutanten in dieser Arbeit (Abb. 3-19,
Kapitel 3.2.3). Die N-terminalen 15 As des Env LP scheinen einen inhibitorischen
Effekt auf die SVP-Freisetzung zu besitzen, denn N-terminale Deletionen mit 15
bzw. 25 As bewirkten eine drastischen Erhöhung des pelletierbaren Env-Materials
im Überstand transfizierter Zellen. Wohingegen eine kleine Deletion der ersten 5 As
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vom N-Terminus nur zu einem etwa zweifachen Anstieg der SVP-Freisetzung führte.
Größere N-terminale Deletionen von 40 und 50 As brachten die SVP-Bildung zum
Erliegen. Alle N-terminalen Deletionsmutanten wurden dabei wesentlich schwächer
exprimiert als das wildtypische Protein, was verschiedene Ursachen haben könnte.
Zum einen wäre es möglich, daß die Env-Proteine sehr effizient an die Oberfläche
transportiert und dort sehr schnell von der Membran abgeschürt werden. Dies würde
zumindest die extrem starke, relativ gesehen sogar dreifach erhöhte SVP-Freisetzung
der ∆N15 und ∆N25 erklären. Zumal für diese beiden Deletionsmutanten, trotz
vorhandenen ERS in der zyD von TM, bereits eine stark erhöhte
Zelloberflächenexpression beschrieben ist (Lindemann et al. 2001).
Die in der zyD des LPs enthaltenen fünf Lysine tragen zur Ubiquitinylierung des
Leaderpeptides bei und vermitteln dadurch wahrscheinlich die Endozytose des Env-
Proteins von der Plasmamembran. Dabei kommt den ersten drei Lysinen (K14, 15
und 18) die Hauptfunktion zu, denn diese werden bevorzugt ubiquitinyliert und deren
gemeinsame Mutation führt bereits zu einer starken Erhöhung der SVP-Freisetzung
(Stanke et al. 2005). In den ∆N15 und ∆N25 Deletionsmutanten waren nur noch drei
(K18, 34 und 53) bzw. zwei (K34 und 53) potentielle Ubiquitinylierungsstellen
enthalten. Wobei das Lysin an der As Position 53 aufgrund dessen unmittelbarer
Nähe zur MSD des LPs vermutlich nicht ubiquitinyliert wird (Lüftenegger
persönliche Mitteilung). Somit können in der ∆N15 noch die As K18 und 34 und in
der ∆N25 nur noch die K34 mögliche Ubiquitinylierung erfahren und zu einer
Internalisierung des Env-Proteins beitragen. Eine sehr schwache Ubiquitinylierung
war für beide Deletionsmutanten nachweisbar und sogar die ∆N15 Variante, bei der
die Lysine an As Position 34 und 53 mutiert wurden (∆N15∆Ubi1), zeigte eine ganz
leichte Modifizierung des LPs durch Ubiquitin (Abb. 3-20, Kapitel 3.2.3). Da aber
alle Deletionsmutanten und Varianten, auch die ∆N15 und ∆N25 Versionen mit
sämtlich mutierten Lysinen im LP-Anteil (∆N15∆Ubi2 und ∆N25∆Ubi), eine
vergleichbar hohe SVP-Freisetzung aufwiesen, war entweder die Menge an
Ubiquitinylierung nicht ausreichend als Internalisierungssignal oder die
Ubiquitinylierung an sich an diesen Positionen nicht relevant für die SVP-Bildung.
Das bedeutet aber nicht, daß die Ubiquitinylierungen der Lysine an As Position 14
und 15 im wt Env-Protein nicht eventuell einen entscheidenden Einfluß auf die SVP-
Freisetzung haben. Denn eine Doppelmutante dieser beiden Lysine wurde nie
analysiert. Allerdings konnte bereits gezeigt werden, daß die einzelne Wieder-
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einführung von Lysinen an Position 14 bzw. 15 im ∆Ubi Kontext zu einer starken
Verringerung der Oberflächenexpression und SVP-Freisetzung führte (Lüftenegger
persönliche Mitteilung). Es ist möglich, daß innerhalb der ersten 15 As des LPs
bisher nicht charakterisierte Sortierungssignale für Env enthalten sind. Der N-
Terminus des Env-Proteins könnte, im Gegensatz zum ERS der TM-Untereinheit, die
Hauptdeterminanten für die Rückhaltung des Env-Proteins im ER tragen.
Die analysierten ∆N5, ∆N40 und ∆N50 Mutanten wiesen neben der geringen
zellulären Expression zudem einen deutlichen Prozessierungsdefekt auf, der bereits
auch für Kotransfektionen der Env Mutanten mit Gag-Pol Verpackungskonstrukten
beschrieben wurde (Lindemann et al. 2001). Bei diesen drei Mutanten könnte ein
Transportdefekt vorliegen, denn die Spaltung des Env Vorläufers in die drei
Untereinheiten gp18LP, gp80SU und gp48TM erfolgt durch Furin- oder Furin-ähnliche
Proteasen während des Transports durch den Golgi-Apparat an die Zelloberfläche
(Duda et al. 2004). Obgleich die Proteine in den sekretorischen Weg eingeschleust
werden und für die ∆N5 und ∆N40 Mutante eine schwache Oberflächenexpression
beschrieben ist (Lindemann et al. 2001), war nur die ∆N5 Mutante zu einer
schwachen SVP-Bildung, etwa zweifach mehr als wt, in der Lage. Das könnte darauf
hindeuten, daß in der ∆N5 Mutante noch inhibitorische Sequenzen für die SVP-
Freisetzung enthalten sind. Jedoch im Bereich zwischen As 25 und 40 für die SVP-
Bildung essentielle Bereiche liegen. Dieser Abschnitt des Env-Proteins wurde daher
in weiteren Analysen mittels Alaninscan näher charakterisiert.
Von den hergestellten auf der ∆Ubi Mutante basierenden Alaninscan-Mutanten,
mit überlappend jeweils fünf aufeinander folgenden zu Alanin substituierten As,
zeigten nur Mutanten im Bereich zwischen As 36 und 47 eine signifikante Reduktion
der SVP-Freisetzung (Abb. 3-22, Kapitel 3.2.4). Wobei der Sequenzabschnitt an sich
und nicht die einzelnen Aminosäuren in diesem Bereich relevant für eine SVP-
Bildung schienen (Abb. 3-24, Kapitel 3.2.5). Eventuell ist dieser Bereich des Env
LPs wichtig für die Interaktion mit zellulären Proteinen, wie Chaperonen, die die
SVP-Formung unterstützen. Denn auch für die HBV SVP-Freisetzung wird
vermutet, daß Chaperone, wie Calnexin und BiP, möglicherweise an der Bildung der
S-Partikel involviert sind (Xu et al. 1997; Cho et al. 2003). Vielleicht findet aber
auch eine Wechselwirkung des Env LPs mit Proteinen statt, die eine Freisetzung der
SVP induzieren. Allerdings entspricht die As Sequenz in diesem Bereich keinem der
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bisher bekannten L-Domän Sequenzmotive, die eine Knospung von viralen Partikeln
mit Hilfe der ESCRT-Komplexe unterstützen.
Interessanterweise trat bei einigen Mutanten ein kleiner, 1 bis 2 kD Shift der LP
Banden im Zelllysat und den Partikelpräparationen auf (Abb. 3-22, Kapitel 3.2.4). Er
könnte die Folge einer fehlenden Protein-Modifikation sein. Das diese Veränderung
gleich in mehreren, von einander unabhängigen Mutanten auftrat, könnte auf eine
Konformationsänderung des LPs hindeuten, die durch aufeinander folgende As-
Austausche in einem Bereich zwischen As 26 und 55 geschieht. Es kann natürlich
sein, daß die Protein-Modifikation nicht innerhalb dieses Bereiches erfolgt, sondern
dieser Abschnitt für die dreidimensionale Struktur des Proteins notwendig ist, die
eine Modifikation erst ermöglicht. Um welche Art der Modifikation es sich hier
allerdings handelt, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht geklärt werden. Da es sich
aber nur um eine 1 bis 2 kD große Veränderung handelt, könnte eine
Phosphorylierung, aber eventuell auch eine Modifikation durch Fettsäuren, wie
Palmitylierung oder Prenylierung in Frage kommen. Diese fördern eine
Membranverankerung, kommen aber normalerweise nur an Cysteinen in der Nähe
des C-Terminus eines Proteins vor (Zhang and Casey 1996; Alberts et al. 2004;
Magee and Seabra 2005).
Im Kontext viraler Partikel konnte eine generell erniedrigte Infektiosität für die
Alanin-Substitutionsmutanten beobachtet werden, wobei Mutanten im Bereich von
As 36 bis 47 auch durch eine verringerte Infektiosität und Partikelfreisetzung
auffielen (Abb. 3-23, Kapitel 3.2.4). Besonders die Mutante ∆Ubi A41-45, die nur
eine 1,5-fach niedrigere SVP-Freisetzung zeigte, wies eine massiv, ca. 150-fach
reduzierte Infektiosität, bei gleichzeitig signifikant verringerter Partikelfreisetzung,
auf. Das könnte bedeuten, daß dieser Bereich für die Infektiosität viraler Partikel
essentiell ist, nicht aber für die Bildung subviraler Partikel. Möglicherweise wurde
durch die Mutation die Interaktion zwischen Gag und Env gestört, was zu der
beobachteten verringerten Partikelfreisetzung und Infektiosität führte.
Bei der Charakterisierung der verschiedenen N- und C-terminalen Deletions-
mutanten des Env-Proteins wird sehr deutlich, daß häufig eine verstärkte SVP-
Freisetzung mit einer gleichzeitig stark erhöhten Oberflächenexpression des
Hüllproteins einherging. Dies läßt vermuten, daß eine hohe Konzentration an Env-
Molekülen in der Membran, aufgrund der zwischen den Molekülen stattfindenden
Wechselwirkungen, die Membrankrümmung und Abschnürung von Glykoprotein-
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haltigen Vesikeln induziert. EM-Analysen aufgereinigter PFV Partikel geben Anlaß
zur Annahme, daß Env-Proteine, ähnlich wie HIV Glykoproteine, eine trimere
Struktur auf der Oberfläche der Partikel einnehmen. Die einzelnen Trimere lagern
sich dabei zu hexameren Ringen aus jeweils sechs Trimeren eng zusammen und
bilden anscheinend ein dichtes Netzwerk auf der Partikeloberfläche (Wilk et al.
2000). Welche Env-Determinanten an der Trimerisierung beteiligt sind, ist bisher
nicht geklärt. Die PFV Env TM-Untereinheit enthält jedoch verhältnismäßig viele
Cysteinreste (Wang and Mulligan 1999), die an der Bildung von intra- und
intermolekularen Disulfidbrückenbindungen beteiligt sein und dadurch eine
Oligomerisierung der Env-Proteine fördern können. Es ist auch möglich, daß die
MSDs der LP- und TM-Untereinheit an der Komplexbildung involviert sind, denn
obwohl für eine C-terminale Deletionsmutante ohne PFV Env C-terminale MSD,
aber mit künstlichem Membrananker an dieser Stelle eine stark erhöhte
Oberflächenexpression publiziert ist (∆C937Pi oder HFE-3Pi in Pietschmann et al.
2000), kann keine erhöhte SVP-Bildung detektiert werden. Was auf eine
Interaktionsstörung hindeuten könnte, zumal diese Mutante auch nicht zur
Partikelfreisetzung in der Lage ist (Pietschmann et al. 1999). Auch für die SVP-
Freisetzung von HBV ist beschrieben, daß die subviralen Partikel aus sehr dicht
gepackten HBV S-Proteinen bestehen, deren Konformation durch extensives Bilden
von intermolekularen Disulfidbrücken stabilisiert wird (Mangold and Streeck 1993).
Auch die Deletion von Transmembran-Domänen wirkt sich hier negativ auf die
SVP-Freisetzung aus. Wobei auch bei HBV eine Interaktion der S-Protein MSDs
vermutet wird, die zur Stabilisierung der Proteinstruktur führt und die
Oligomerisierung fördert (Prange et al. 1992). Ebenso wie die HBV S-Protein
Multimerisierung essentiell für die SVP-Bildung ist, entstehen auch bei Flaviviren
subvirale Partikel nur dann, wenn die M- und E-Hüllproteine Heterodimere
ausbilden, die an der Membran über intermolekulare Wechselwirkungen eine
ikosaedrische Gitterstruktur formen, welche wahrscheinlich die Ausbildung der
Knospungsstruktur initiiert (Op De Beeck et al. 2003).
Durch die Deletions- und Mutationsanalysen des PFV Env-Proteins konnten in
dieser Arbeit einige für die SVP-Freisetzung wichtige Sequenzabschnitte, dargestellt
in Abb. 4-2, eingegrenzt werden. Dabei kann unterschieden werden zwischen
inhibitorische Regionen im LP bis As 15 und in der zyD der TM-Untereinheit ab As
981, sowie essentiellen Abschnitten für die SVP-Bildung, die in der zyD von LP
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zwischen As 36 und 47 liegen und auch die gesamte MSD der TM-Untereinheit
umfassen.
Interessant wäre es zu wissen, welche zellulären Mechanismen zur Inhibition der
SVP-Freisetzung führen. Dazu wäre es wichtig, zelluläre Interaktionspartner des
PFV LP zu identifizieren. Auch könnte die Aufreinigung der SVPs und
anschließende Proteom-Analyse Aufschluß über beteiligte zelluläre Proteine geben.
Fraglich wäre auch, ob die zelluläre ESCRT-Maschinerie an der SVP-Freisetzung
beteiligt ist, obwohl kein bekanntes L-Domän Sequenzmotiv innerhalb der zyD des
Env-Proteins enthalten ist. Eine Frage die im dritten Teil der vorliegenden Arbeit
beantwortet werden sollte.
Abb. 4-2: Inhibitorische und essentielle PFV Domänen für die SVP-
Freisetzung
Schematische Darstellung von Ausschnitten des PFV Env-Proteins und der für die SVP-
Freisetzung essentiellen, sowie inhibitorisch wirkenden Sequenzabschnitte. Die
begrenzenden As Positionen sind angeben. LP: Leaderpeptid; SU: Oberflächen-Untereinheit;
TM: Transmembran-Untereinheit; h: hydrophobe Region; MSD: Membranspannende-
Domäne; Y: N-Glykosylierung.
4.3. Die Rolle des ESCRT-Weges für die PFV virale und
subvirale Partikelfreisetzung
Die Freisetzung vieler membranumhüllter Viren geht mit der Rekrutierung
zellulärer Faktoren einher, die normalerweise an der Proteinsortierung in Vesikel
beteiligt sind, die schließlich in die späten endosomalen Kompartimente des MVB
der Zelle knospen (Übersicht in Pornillos et al. 2002; Morita and Sundquist 2004;
Bieniasz 2006; Chen and Lamb 2007). Einige Viren nutzen dieses VPS-System nicht
für ihre Freisetzung in MVB, sondern für die Abschnürung der Viruspartikel an der
Zellmembran. Dabei dient die oftmals im Kapsidprotein des Virus enthaltene L-
Domäne als Interaktionspartner für einzelne Komponenten des VPS-Systems, um das
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Virus in den Sortierungsweg einzuschleusen. Für die L-Domän Motive P(T/S)AP
und YPXL sind Interaktionen mit Komponenten des ESCRT I-Komplexes, mit
TSG101 bzw. AIP1/Alix, bekannt. Wohingegen Viren mit PPXY L-Domän
Konsensussequenz mit Ubiquitin-Ligasen der NEDD4 Familie interagieren und die
Freisetzung abhängig ist von einer Ubiquitinylierung der viralen Proteine, die
wahrscheinlich über einen endozytotischen Weg zu Rekrutierung der VPS-Faktoren
führt.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein PSAP Motiv im PFV Gag-Protein
identifiziert, welches vermutlich als L-Domäne agiert (siehe Kapitel 3.1 und 4.1,
(Stange et al. 2005)). Dessen Mutation führt zu einem typischen L-Domän Defekt
mit reduzierter Partikelfreisetzung und phänotypisch sichtbarer Arretierung der
Virusknospung an den Membranen. Allerdings sind zwei weitere L-Domän ähnliche
Sequenzabschnitte, PPPI und YEIL, im PFV Gag-Protein enthalten, deren Mutation
keine klassischen L-Domän Defekte hervorrief. Da typische L-Domän Mutanten
Phänotypen auch durch die Depletion von ESCRT-Komponenten, beispielsweise
mittels siRNAs, aber auch durch die Expression von dominant-negativen Formen
verschiedener im ESCRT-Komplex enthaltener Proteine ausgelöst werden können,
wurde der Einfluß von Faktoren des VPS-Systems auf die PFV Partikelfreisetzung
analysiert. In dieser Arbeit fanden dazu DN-Formen von Komponenten des VPS-
Systems Anwendung, deren Überexpression, aufgrund verschiedenartiger
Veränderung des Proteins die Funktion des natürlich in den Zellen vorhandenen
Pendants stört. Die dominant-negative Wirkung eines Proteins konnte dabei durch
Deletionen des Proteins, Mutation des katalytischen Zentrums oder Modifikation
durch ein fluoreszierendes Markerprotein, im Falle des vollelänge TSG101 sogar nur
durch die Überexpression an sich, hervorgerufen werden.
Da PFV neben Virionen auch subvirale Partikel bildet, aber im Gegensatz zum
Gag-Protein, im Env-Protein kein konserviertes L-Domän Sequenzmotiv bisher
gefunden werden konnte, wurde auch die Auswirkung der Koexpression von DN-
Mutanten des VPS-System auf die SVP-Freisetzung untersucht. Zu mal für HBV,
dessen L-Domäne bisher nicht bekannt ist, gezeigt werden konnte, daß die
Virusfreisetzung, nicht aber die SVP-Bildung, durch DN-Formen von späten
Komponenten des ESCRT-Systems, wie CHMP3, CHMP4 und Vps4 inhibiert
werden konnte (Lambert et al. 2007; Watanabe et al. 2007). Auch für Herpes
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Simplex Virus 1 ist, trotz unbekannter L-Domäne, ein inhibitorischer Effekt von
Vps4 auf die Freisetzung beschrieben (Calistri et al. 2007).
Generell kann der Einfluß des VPS-Systems auf die virale oder subvirale
Partikelfreisetzung am besten durch die Koexpression dominant-negativer Mutanten
später Komponenten des ESCRT-Weges, wie CHMP-Proteine oder Vps4 bestimmt
werden. Die ATPase Vps4, bestehend aus Hetero-Oligomeren von Vps4A und
Vps4B, ist vermutlich am letzten Schritt der MVB Bildung bzw. Virusfreisetzung
beteiligt (Babst et al. 1998; Morita and Sundquist 2004). Sie sorgt wahrscheinlich
durch Auflösung des, aus verschiedenen CHMP-Proteinen bestehenden, ESCRT III-
Komplexes für die endgültige Abschnürung der Vesikel. Aufgrund ihrer späten
Funktion im ESCRT-Weg sind DN-Mutanten von Vps4A und Vps4B in der Lage die
Freisetzung von Viren mit allen drei verschiedenen, bisher charakterisierten L-
Domänen zu inhibieren (Garrus et al. 2001; Licata et al. 2003; Martin-Serrano et al.
2003; von Schwedler et al. 2003; Shehu-Xhilaga et al. 2004). Allerdings konnte
gezeigt werden, daß die Rhabdovirus VSV Partikelfreisetzung nicht durch dominant-
negative Vps4A Expressionskonstrukte reduziert werden konnte (Irie et al. 2004),
obwohl VSV eine PPXY L-Domäne trägt und eine Interaktion mit NEDD4
Ubiquitin-Ligasen nachgewiesen ist. Was ein Hinweis auf einen alternativen Weg für
die Partikelfreisetzung wäre.
Die PFV Partikelfreisetzung wurde jedoch klassisch durch DN-Formen von
Vps4A und Vps4B inhibiert (Abb. 3-25, Kapitel 3.3.2, (Stange et al. 2005)). Auch
die PFV SVP-Bildung war deutlich reduziert (Abb. 3-26, Kapitel 3.3.3), jedoch nicht
so stark wie die in der Literatur beschriebenen dominant-negative Effekte von Vps4
auf die Partikelfreisetzung anderer Viren. Dabei wird von einer Konzentrations-
abhängigen, mindestens zehnfachen Verringerung der Freisetzungseffizienz
berichtet, die unabhängig der verwendeten Vps4 DN-Mutante ist (Garrus et al. 2001;
Licata et al. 2003; Martin-Serrano et al. 2003; von Schwedler et al. 2003; Shehu-
Xhilaga et al. 2004). Wobei wildtypische Formen von Vps4A und Vps4B auf die
PFV Virusbildung keinen, auf die SVP-Freisetzung aber einen sehr geringen
negativen Einfluß hatte. Diese Ergebnisse lassen vermuten, daß für die virale und
subvirale Partikelfreisetzung von PFV der VPS-Weg genutzt wird.
Erhärtet wird dieser Verdacht auch durch die Analyse von verschiedenen DN-
Formen von CHMP3, die im natürlichen Zustand im ESCRT III-Komplex zur
Ausbildung einer gitterartigen Struktur an der Membran multimerisieren. Eine DN-
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Form von CHMP3, welche nur noch die ersten 150 As des Proteins umfaßte (Muziol
et al. 2006), erwies sich dabei in den Analysen als besserer Inhibitor der viralen aber
auch der subviralen Partikelfreisetzung, als eine C-terminal mit RFP fusionierte
CHMP3 Variante ((Strack et al. 2003), Abb. 3-27, Kapitel 3.3.3). Für diese CHMP3
Fusion war aber ein starker DN-Effekt, sogar in viel geringeren Konzentrationen, auf
die HIV-1 und EIAV Virusfreisetzung beschrieben worden (Strack et al. 2003; von
Schwedler et al. 2003). Nichts desto trotz konnten ähnliche dominant-negative
Effekte auf die PFV Virus- und SVP-Freisetzung durch verkürzte CHMP3
Dimerisierungsmutanten, wie bei HIV-1, beobachtet werden (Muziol et al. 2006).
Wobei die Autoren für HIV-1 die tatsächliche Partikelfreisetzung nicht
quantifizierten. Aus diesen Analysen zum Einfluß der späten Komponenten des
ESCRT-Weges kann geschlußfolgert werden, daß PFV höchstwahrscheinlich für
seine virale und subvirale Partikelfreisetzung den Proteinsortierungsweg durch das
VPS-System ausnutzt. Dies wirft jedoch die Frage auf, an welchen Stellen die PFV
Gag- bzw. Env-Proteine dieser Proteininteraktions-Kaskade beitreten.
Ein Protein, für welches bereits eine Interaktion mit der HIV-1 PTAP L-Domäne
gezeigt werden konnte, ist TSG101, eine E2 Ubiquitin-Ligasen Variante, die mit dem
ESCRT I-Proteinkomplex assoziiert ist, aber keine Fähigkeit zur Ubiquitinylierung
besitzt (Garrus et al. 2001; Martin-Serrano et al. 2001; VerPlank et al. 2001;
Demirov et al. 2002). Die N-terminale Domäne von TSG101 (TSG-5’) kann dabei
spezifisch an das P(T/S)AP Motiv binden, während die C-terminale Domäne (TSG-
3’) für die Interaktion mit weiteren ESCRT I- und II-Komponenten nötig ist
(VerPlank et al. 2001; Martin-Serrano et al. 2003). Eine Überexpression der
einzelnen TSG101 Domänen, sowie des gesamten TSG101 (TSG-F) führt zur
Inhibierung der HIV-1 Partikelfreisetzung (Demirov et al. 2002; Goila-Gaur et al.
2003).
Auch auf die PFV Partikelfreisetzung und Infektiosität wirkten diese DN-Formen
von TSG101 ähnlich inhibitorisch (Abb. 3-25, Kapitel 3.3.2, (Stange et al. 2005)).
Wohingegen keine Effekte durch TSG-5’ und nur sehr schwache durch TSG-F und
TSG-3’ auf die PFV SVP-Bildung zu beobachten war (Abb. 3-26, Kapitel 3.3.3).
Das unterstützt die These des PSAP Motivs im PFV Gag-Protein als funktionelle L-
Domäne für die Virusfreisetzung, denn TSG101 ist nicht in der Lage die PPXY L-
Domän vermittelte Knospung von Viren, wie MLV oder M-PMV zu reduzieren
(Demirov et al. 2002). Eine direkte, PSAP Motiv anhängige Interaktion der PFV
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Gag-Proteins mit TSG101 wurde durch Patton und Kollegen in Two-Hybrid
Analysen nachgewiesen (Patton et al. 2005). Bei Überexpression des TSG-F bzw.
TSG-3’ wird der L-Domän Defekt wahrscheinlich unabhängig vom Gag-Protein
durch Überladung oder Unterbrechung des ESCRT-Weges ausgelöst, denn auch die
MLV Partikelfreisetzung kann durch TSG-3’ inhibiert werden (Goila-Gaur et al.
2003). Das TSG-3’ nicht inhibitorisch auf die SVP-Bildung wirkt, könnte darauf
hindeuten, daß der ESCRT I-Komplex, sowie dessen Interaktion mit dem ESCRT II
keine Bedeutung für die SVP-Freisetzung hat und das Env-Protein über andere
Mechanismen dem VPS-Weg beitritt.
AIP1/Alix hingegen, für welches ebenfalls eine Interaktion mit dem HIV-1 Gag-
Protein und ein Einfluß auf die HIV-1 Partikelfreisetzung nachgewiesen werden
konnte (Strack et al. 2003), zeigte in PFV Gag Two-Hybrid Analysen jedoch keine
Wechselwirkung (Patton et al. 2005). Und auch eine DN-Form von AIP1/Alix,
welches im VPS-System die ESCRT I- und III-Komplexe miteinander verbindet und
spezifisch mit LXXLF Sequenzmotiven in HIV-1 bzw. YPXL L-Domänen in
anderen Viren interagiert (Martin-Serrano et al. 2003; Strack et al. 2003; von
Schwedler et al. 2003), hatte eher noch einen positiven Effekt auf die
Partikelfreisetzung und Infektiosität von PFV Virionen (Abb. 3-25, Kapitel 3.3.2,
(Patton et al. 2005; Stange et al. 2005)). Was einen Einfluß dieses Proteins auf die
PFV Viruspartikel-Freisetzung ausschließt und die Vermutung zuläßt, daß PFV über
die Interaktion mit TSG101 dem ESCRT-Weg beitritt und die Knospung durch das
VPS-System vermittelt wird. Aufgrund des nur sehr geringen Einflusses dieser
AIP1/Alix DN-Mutante auf die PFV subvirale Partikelbildung kann auch diese frühe
Eintrittsstelle in den ESCRT-Weg ausgeschlossen werden.
Für Viren mit PPXY L-Domäne ist eine Interaktion mit zellulären E3 Ubiquitin-
Ligasen der NEDD4 Familie beschrieben, deren Fähigkeit zu Ubiquitinylierung von
viralen Strukturproteinen, aber auch zellulärer Faktoren des VPS-Systems,
vermutlich die Rekrutierung von ESCRT-Faktoren zum Ort der Virusknospung
fördert. Obwohl die Gag-Proteine verschiedener Retroviren in geringem Masse
monoubiquitinyliert werden, freies Ubiquitin in Virionen gefunden werden kann und
auch die Virusfreisetzung oft sensitiv gegenüber Proteasomen-Inhibitoren ist, die das
freie Ubiquitin in der Zelle verringern, bleibt die Funktion der Ubiquitinylierung
während der Virusfreisetzung bis heute noch recht unklar (Übersicht in Morita and
Sundquist 2004). Im Gegensatz zu anderen retroviralen Gag-Proteinen enthält das
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PFV Gag nur ein einzelnes Lysin, welches als potentielle Ubiquitinylierungsstelle
dienen könnte. Neueste Analysen zur Ubiquitin-abhängigen Virusknospung belegen
allerdings, daß dieses Lysin nicht für die PFV Partikelfreisetzung notwendig ist
(Zhadina et al. 2007). Auch die mögliche Ubiquitinylierung anderer foamyviraler
Komponenten spielt keine Rolle, denn das FV Gag-Protein, kann wenn es ein
Membranverankerungssignal trägt, abhängig von der PSAP L-Domäne auch ohne
Env virus-ähnliche Partikel an den Membranen abschnüren. Das die
Ubiquitinylierung der viralen Strukturproteine anscheinend nicht wichtig bei der
Förderung der Partikelfreisetzung ist, wird besonders deutlich durch die starke SVP-
Freisetzung der ∆Ubi Env-Mutante, im Vergleich zum wildtypischen Env-Protein.
Wie allerdings das ∆Ubi Env-Protein ohne Ubiquitinylierung in Wechselwirkung mit
späten ESCRT-Komponenten treten kann, die eindeutig einen Einfluß auf die SVP-
Freisetzung bei PFV besitzen, bleibt völlig unklar. Möglich wäre das Vorhandensein
eines bisher nicht charakterisierten Interaktionsmotivs für Ubiquitin-Ligasen, die
jedoch nicht das Env-Protein im ∆Ubi Kontext ubiquitinylieren können. Im
Normalfall, also bei wt Env-Protein, führt dies hingegen höchstwahrscheinlich zur
Internalisierung des Proteins. Die Ubiquitin-Ligasen könnten allerdings im ∆Ubi Fall
über ihre Fahigkeit auch an ubiquitinylierte Substrate zu binden die Faktoren des
späten ESCRT rekrutieren oder die Ubiquitin-Ligasen werden zu Brückenmolekülen
bei gleichzeitiger Bindung an ubiquitinylierte ESCRT-Faktoren und das PFV Env-
Protein.
Es wäre jedoch auch denkbar, daß die PFV subvirale Partikelfreisetzung ein
spontaner Prozeß der Zelle ist, um eine stark erhöhte Env-Konzentration in der
Membran zu verringern. Für andere virale Strukturproteine ist beschrieben, daß sie in
der Membran in speziellen Detergenz-resistenten Lipid Raft Mikrodomänen
akkumulieren, was die effiziente Virusfreisetzung ermöglicht (Übersicht in Morita
and Sundquist 2004; Welsch et al. 2007). Die Interaktion von viralen Proteinen mit
zellulären Proteinen, wie beispielsweise Endophilinen, die vermutlich aufgrund ihrer
BAR-Domäne eine Membrankrümmung bewirken (Peter et al. 2004), könnte die
Ausbildung von Vesikeln mit den viralen Proteinen induzieren. Ähnliches scheint
auch bei der HBV SVP-Freisetzung zu erfolgen, denn im Gegensatz zur PFV SVP-
Bildung, ist die HBV SVP Knospung unabhängig der ESCRT-Maschinerie (Lambert
et al. 2007; Watanabe et al. 2007). Weder DN-Vps4, noch DN-CHMP4 hatten einen
Einfluß auf die Freisetzung. Für die HBV subviralen S-Partikel wurde zudem eine
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veränderte Lipidkomposition festgestellt, die keiner normalen Lipid-Doppelschicht
entsprach und in der die S-Proteine dicht gepackt vorlagen (Satoh et al. 2000).
Die PFV virale Partikelfreisetzung folgt augenscheinlich dem generellen Model
der Freisetzung vieler membranumhüllter Viren. Über die spezifische Interaktion
eines PSAP L-Domän Motivs mit TSG101, einer frühen Komponente des
endozytotischen Sortierungsweges in MVB, wird die Knospung durch die ESCRT-
Komplexe unterstützt. Der Mechanismus der PFV SVP-Freisetzung ist jedoch noch
nicht klar definiert. Verschiedene spezifische, zytoplasmatische Determinanten des
PFV Env-Proteins verhindern die Bildung von SVPs wahrscheinlich durch die
Regulierung des Env-Gehaltes an den Membranen. Welche zellulären Faktoren
jedoch involviert sind, bleibt unklar. Dennoch ist ein Einfluß der zellulären
Ubiquitinylierungsmaschinerie nicht auszuschließen, die im Falle der PFV SVP-
Freisetzung aber nicht die Knospung unterstützt, sondern eher der Regulation der
Proteinmenge auf der Membranoberfläche dient. Der ESCRT-Sortierungsweg
scheint zu einem gewissen Grade an der SVP-Freisetzung beteiligt zu sein, obwohl
keine genaue Eintrittsstelle für das Env-Protein definiert werden konnte.
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6. ANHANG
6.1. Abkürzungsverzeichnis
Abb. Abbildung
AIDS engl. aquired immunodeficiency syndrome
ALV avian leukosis virus
As Aminosäure
bp Basenpaar
c Konzentration
CA Kapsidprotein
CAS engl. cis acting sequence
CIAP engl. calf intestine alkaline phosphatase
CMV Cytomegalievirus
CTRS engl. cytoplasmic targeting and retention signal
ddH2O doppelt destilliertes Wasser
dH2O destilliertes Wasser
DNA Desoxiribonukleinsäure
EGFP engl. enhanced green fluorescent protein
EGN EGFP-Neomycin
EIAV equine infectious anemia virus
EM Elektronenmikroskop
Env-Protein Hüllglykoprotein
ER Endoplasmatisches Retikulum
ERS engl. ER retrieval signal
ESCRT engl. endosomal sorting complex required for transport
FACS Durchflußzytometrie
FCS fötales Rinderserum
FV Foamyvirus
Gag gruppenspezifisches Antigen
GR-Box Glyzin-Arginin reicher Sequenzabschnitt
HFV Humanes Foamyvirus
HIV human immunodeficiency virus
HRP engl. horseradish peroxidase
HTLV human T-cell leukemia virus
ICTV international committee of taxonomie of viruses
I-Domäne Interaktions-Domäne
IN Integrase
IP interner Promotor
kb Kilobasen
kD Kilodalton
L-Domäne late Domäne
LP Leaderpeptid
LTR engl. long terminal repeat
M Molar
MA Matrixprotein
M-Domäne Membranbindungs-Domäne
MHR engl. major homology region
min Minute
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MLV mouse leukemia virus
MMTV mouse mammary tumor virus
Mo-MuLV Moloney-murine leukemia virus
M-PMV mason-pfizer monkey virus
mRNA messenger RNA
MSD membranspannende Domäne
MTOC engl. microtubuli organizing center
MVB engl. multi vesicular bodies
NC Nukleokapsidprotein
Nr. Nummer
n. T. nach Transfektion
OD optische Dichte
ORF engl. open reading frame
PBS Primerbindungsstelle
PCR Polymerase-Kettenreaktion
PEI Polyethylenimin
PES engl. pol encapsidation sequences
PFV Prototyp Foamyvirus
Pol Polymerase
PPT Polypurintrakt
PR Protease
RBD Rezeptorbindungsdomäne
RNA Ribonukleinsäure
RSV rous sarcoma virus
RT Raumtemperatur
RT Reverse Transkriptase
SA Spleißakzeptor
SD Spleißdonor
sek Sekunde
SU Oberflächenuntereinheit
SVP subvirale Partikel
Tab. Tabelle
Tas engl. transactivator of spumaviruses
TM Transmembran-Untereinheit
u unit(s)
ü.N. über Nacht
VLP engl. virus like particles
VPS engl. vacuolar protein sorting
VSV vesicular stomatitis virus
wt Wildtyp
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